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Resumo

Cunha MA. Frequéncia da infeccdo por Leishmania spp. em pacientes com
HIV/aids vivendo em &rea urbana [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2017.

Introducdo: coinfeccdo Leishmania/HIV representa um grande problema de
saude visto que ha maior recidiva e letalidade por leishmaniose visceral na
populacdo de pacientes vivendo com HIV/aids. No entanto, pouco se sabe a
respeito da frequéncia da infeccdo por Leishmania em pacientes
assintomaticos com HIV, que podem futuramente desenvolver doenca
plenamente manifesta. Ademais poucas informacdes sobre o desempenho dos
métodos de diagndéstico laboratorial de leishmaniose em pacientes coinfectados
estdo disponiveis no Brasil e na América Latina. Objetivos: avaliar a frequéncia
da infecgdo por Leishmania spp. em pacientes com HIV/aids em uma coorte de
Séo Paulo/SP, a positividade dos métodos sorologicos e moleculares em
pacientes com HIV/aids e as possiveis associacbes da positividade dos
diferentes métodos laboratoriais com variaveis clinicas, laboratoriais e
epidemiologicas. Material e meétodos: estudo transversal, realizado com
pacientes atendidos no Instituto de Infectologia Emilio Ribas com diagnostico
de infeccdo pelo HIV. A amostra foi calculada com base na prevaléncia da
infeccdo por Leishmania spp. em pacientes com HIV/aids, estimada em
estudos prévios. Foram incluidos 240 pacientes nesta amostragem, 0s quais
foram submetidos a coleta de sangue periférico em dois tubos: um tubo seco
para analise soroldgica; um tubo contendo EDTA, para o diagndstico molecular.
As amostras foram submetidas aos seguintes testes diagnoésticos: ELISA
usando antigenos de L. major-like (ELISA L. major-like); ELISA usando
antigenos de Leptomonas seymouri (ELISA Leptomonas); ELISA usando
antigenos rk39 (ELISA rK39); ELISA usando antigenos rK28 (ELISA rK28);
Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI); Teste de Aglutinacdo Direta
(DAT); Reacao em cadeia da polimerase (PCR) com os seguintes genes alvos:
kDNA (PCR kDNA) e ITS-1 (PCR ITS-1). Resultados: a frequéncia, levando-se
em consideracao a positividade em pelo menos um dos métodos empregados,
foi de 34,6%. Sessenta pacientes (25%) foram positivos para ELISA L. major-
like; nove (3,8%) para ELISA Leptomonas; trés (1,3%) para ELISA rK39; seis
(2,5%) para ELISA rK28; onze (4,6%) para RIFI; quatro (1,7%) para PCR
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kDNA; 10 (4,2%) para PCR ITS-1. Nenhuma amostra foi positiva para DAT.
N&o houve associacdo da positividade dos testes com contato com é&rea
endémica para LV ou presenca de sintomas sugestivos de LV. Para ELISA
L.major-like, ELISA Leptomonas e RIFI, houve associagdo entre valores de
contagem de linfocitos T CD4+ e positividade dos testes. Conclusdes: Houve
uma alta prevaléncia da infeccéo por Leishmania spp. em pacientes infectados
pelo HIV na amostra estudada, principalmente utilizando-se ELISA com
antigeno total de L. major-like. Apesar de existir a possibilidade de reacao
cruzada com outros antigenos que possam ter influenciado na positividade de
alguns testes, especialmente ELISA L. major-like, outros testes considerados
altamente especificos para o diagnéstico de infeccdo por Leishmania também
se apresentaram positivos, 0 que pode demonstra a magnitude da coinfecc¢ao
Leishmania/HIV na amostra estudada. Houve associacéo entre positividade de
alguns testes estudados e os valores de linfocitos T CD4+, com maior
positividade destes testes em pacientes mais imunodeprimidos. Presenca de
sintomatologia ou epidemiologia para LV nao tiveram influéncia na positividade

dos testes diagnosticos.

Descritores: Leishmaniose Visceral; leishmaniose; HIV; Sindrome da

Imunodeficiéncia Adquirida; Coinfeccao; Diagndstico.
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Abstract

Cunha MA. Frequency of Leishmania spp. infection among HIV-infected
patients living in an urban area [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2017.

Introduction: Leishmania/HIV coinfection represents a major health problem
since there is greater relapse and lethality due to visceral leishmaniasis in HIV
infected population. However, there are few information about the frequency of
Leishmania infection in asymptomatic HIV infected individuals, who may
develop full-blown symptomatic disease in the future. In addition, few
information about the performance of laboratory diagnostic methods for
leishmaniasis in coinfected patients are available in Brazil and Latin America.
Objectives: The main objective is evaluate the frequency of Leishmania spp.
infection in HIV infected patients in a patient cohort from S&o Paulo/SP. This
study also aims to evaluate the positivity of the serological and molecular
methods in HIV/AIDS patients and the possible associations of the positivity of
the different laboratory methods regarding to clinical, laboratory and
epidemiological variables. Material and methods: a cross-sectional study
including HIV infected patients treated at Institute of Infectious Diseases Emilio
Ribas. The sample was calculated considering the frequency of Leishmania
spp. infection in HIV infected patients estimated in previous studies. Two
hundred and forty patients were included, whose were submitted to peripheral
blood collection in two tubes: a dry tube for serological analysis; a tube
containing EDTA, for molecular diagnosis. The samples were submitted to the
following diagnostic tests: ELISA using L. major-like antigens (ELISA L. major-
like); ELISA using Leptomonas seymouri antigens (ELISA Leptomonas); ELISA
using rk39 antigens (ELISA rK39); ELISA using rK28 antigens (ELISA rK28);
indirect fluorescent-antibody test (IFAT); direct agglutination test (DAT);
polymerase chain reaction (PCR) with the following target genes: kDNA (KkDNA
PCR) and ITS-1 (ITS-1 PCR). Results: the frequency considering at least one
test positive was 34.6%. Sixty patients (25%) were positive by ELISA L. major-
like; nine (3.8%) by ELISA Leptomonas; three (1.3%) by ELISA rK39; six (2.5%)
by ELISA rK28; eleven (4.6%) by IFAT; four (1.7%) by kDNA PCR; 10 (4.2%) by
ITS-1 PCR. No sample was positive by DAT. There was no association

between the positivity of the tests and history of having lived in a VL
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transmission area or presence of symptoms suggestive of VL. For ELISA
L.major-like, ELISA Leptomonas and IFAT, there was an association between
CD4+ T-lymphocyte counts and test positivity. Conclusions: there was a high
prevalence of Leishmania spp. in HIV-infected patients included, mainly using
ELISA with total L. major-like antigen. Although there is a possibility of cross-
reaction with other antigens that can influence the positivity of some tests,
especially ELISA L. major-like, other tests considered to be highly specific for
the diagnosis of Leishmania infection were also positive, which may
demonstrate the magnitude of Leishmania/HIV coinfection in the sample
studied. There was an association between the positivity of some tests studied
and the values of T CD4+ lymphocytes, with a higher positivity of these tests in
more immunosuppressed patients. Presence of symptoms or epidemiology for

VL had no influence on the positivity of the diagnostic tests.

Descriptors:  Leishmaniasis, visceral; Leishmaniasis; HIV;  Acquired

immunodeficiency syndrome; Coinfection; Diagnosis.
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1.1 Aspectos gerais sobre Leishmaniose

As leishmanioses afetam principalmente a populacdo de paises em
desenvolvimento, das regides tropicais e subtropicais, sendo estimados dois
milhdes de casos novos a cada ano, com mais de 350 milhdes de pessoas
vivendo em areas de risco de transmissao, no mundo (Mcgwire e Satoskar,
2014). O termo leishmaniose do “Velho mundo” refere-se as formas clinicas
presentes na Africa, Asia, Oriente Médio e Mediterraneo, cujos vetores s&o do
género Phlebotomus. Vetores do género Lutzomyia sdo os transmissores da
doencga no “Novo mundo”, regido que compreende as areas endémicas de toda
a América (World health organization, 2010). No Brasil, duas espécies estao
relacionadas com a transmissdo da espécie de Leishmania causadora de
leishmaniose visceral: Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi, sendo a
primeira considerada a principal espécie transmissora no Brasil, com
distribuicdo ampla pelo territério nacional (Manual LV MS 2014).

As leishmanioses sé@o doencas infecciosas causadas por protozoarios
do género Leishmania pertence a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae. Pelo menos 20 espécies podem causar doencas em
humanos, cujas manifestacdes clinicas variam de lesdes cutaneas localizadas
até doenca sistémica fatal. As espécies Leishmania (Leishmania) donovani e
Leishmania (Leishmania) infantum (nas Américas, Leishmania infantum
chagasi) sdo consideradas “viscerotropicas”, enquanto todas as outras
espécies sdo consideradas “dermatotropicas”. No Brasil, foram identificadas
seis espécies causadoras de leishmaniose tegumentar: Leishmania (Viannia)

braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia) shawi,
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Leishmania (Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia) lainsoni e Leishmania
(Leishmania) amazonesis. (Manual LTA MS 2014). As espécies causadoras da
leishmaniose visceral (LV) no mundo apresentam distribuicdo geogréafica
distinta, sendo que L. donovani é encontrada no subcontinente Indiano e Leste
da Africa e tem transmiss&o predominantemente antropondtica, enquanto a L.
infantum ocorre na Europa (regido do Mediterraneo) e nas Américas — L. (L.)
infantum chagasi - e tem como caracteristica a transmissdo zoonética, em que
0 cao €é o principal reservatério no ciclo de transmissdo urbano e periurbano
(Pace, 2014).

Com relagdo as formas clinicas, trés sindromes clinicas principais
podem ser distinguidas: cutanea, mucosa e visceral. (Mcgwire e Satoskar,
2014). As formas cutaneas se destacam por um grande espectro de
manifestacdes clinicas, variando de lesdes cutaneas localizadas até a forma
difusa da doenca, a depender da imunidade do hospedeiro e da espécie de
Leishmania envolvida. Papulas, nodulos e Ulceras estdo entre as lesbes mais
descritas. Comprometimento mucoso € relacionado a presenca da doenca no
‘“Novo mundo”, sendo a espécie mais envolvida Leishmania (Viannia)
braziliensis e caracteriza-se principalmente por eritema e ulceracbes da
mucosa nasal e oral (Murray et al., 2005).

Em relacdo a forma visceral da doenca, os principais sintomas incluem
febre, hepatoesplenomegalia, astenia e perda de peso, geralmente com curso
insidioso que pode progredir de semanas a meses. Anemia, leucopenia,
plaquetopenia, hipoalbuminemia e hipergamaglobulinemia estdo entre os
achados laboratoriais mais frequentes (Murray et al., 2005; Van Griensven e

7

Diro, 2012). Linfadenopatia, incomum na maioria das localidades, € um sinal
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observado com maior frequéncia no Sudédo (Pace, 2014). O desfecho clinico é
multifatorial e depende de fatores relacionados ao parasito, como
patogenicidade e capacidade de invasividade, da resposta imune do
hospedeiro e do estado nutricional do individuo afetado (Murray et al., 2005;
Van Griensven e Diro, 2012). Fatores como infec¢des bacterianas secundarias
e infeccdo pelo HIV influenciam na mortalidade pela doenga (Druzian et al.,
2015).

Nas Américas, a LV ocorre em seis paises prioritarios, sendo que 90%
dos casos ocorrem no Brasil, presente em 22 dos 27 estados da federacéo e
nas cinco regibes, com aproximadamente 1600 municipios apresentando
transmissdao autoctone (Brasil, 2011). A doenca tinha um carater
eminentemente rural, porém, nas ultimas décadas vem se expandindo para
areas urbanas de médio e grande porte (Harhay et al.,, 2011). Na década de
1990, aproximadamente 90% dos casos ocorriam na Regido Nordeste. A
medida que a doenca se expandiu para as outras regibes e atinge areas
urbanas e periurbanas, esta situacdo veio se modificando ao longo do tempo.
No periodo de 2000 a 2002, a regido nordeste ja representa uma reducao para
77% dos casos do pais (Manual LV MS 2014). Na regido sudeste, a LV ocorre
de forma autéctone nos quatro estados. No estado de Sdo Paulo houve
reintroducéo da LV a partir do final da década de 90 (1998) com registro dos
primeiros casos autdéctones nos municipios de Aracatuba e Birigui, sendo que a
doenca se expandiu a partir da regido noroeste e atualmente ha registro de
autoctonia de LV humana em 75 municipios. Ndo ha registro de transmisséo

autéctone na cidade de Sao Paulo (Rangel et al., 2013).
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1.2 Virus da imunodeficiéncia humana, infec¢cédo pelo HIV e aids.

Até o ano de 2015, existiam aproximadamente 36,7 milhdes de
individuos vivendo com HIV/aids em todo mundo, com cerca de 1,1 milhdes de
mortes relacionadas a infeccdo pelo HIV (UNAIDS, 2016). Desde o inicio da
epidemia de aids no Brasil até 2015, haviam sido notificados quase 800.000
casos da doenca no Brasil (Boletim epidemioldgico, 2015).

O diagnostico da infeccdo pelo HIV é realizado através de testes
imunologicos e/ou a presenca de copias do virus detectadas pela carga viral.
No acompanhamento do paciente infectado pelo HIV, a contagem de linfécitos
T CD4+ € um indicador do status imunoldgico e quanto maior esse valor,
melhor a condicdo imune frente ao HIV e doencas oportunistas (Protocolo
clinico e diretrizes terapéuticas para manejo da infeccdo pelo HIV em adultos,
2015). Para definicdo de um caso de aids, além da evidéncia laboratorial, o
individuo deve apresentar imunodepressao avancada (contagem de linfocitos T
CD4+ menor que 350 célulass/mmd) ou diagnostico de alguma infeccao
oportunista listadas no critério “CDC adaptado” do Ministério da Saude do
Brasil (Brasil, 2004). Até 0 momento, a LV néo é considerada doenca definidora
de aids de acordo com normas internacionais do Centers for disease control

and prevention (CDC), e do Ministério da Saude do Brasil (Brasil, 2004).

1.3 Diagnostico da Leishmaniose Visceral

O diagnéstico de LV pode ser realizado através de métodos

parasitolégicos e sorologicos. O diagndstico parasitolégico continua sendo o
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‘padrao-ouro” para o diagndstico de LV, devido a sua alta especificidade. A
presenca de Leishmania spp. pode ser determinada principalmente através de
aspirado de medula éssea ou esplénico e coloracdo pelo método de Giemsa,
sendo a sensibilidade do aspirado de medula 6ssea de cerca de 60 a 85%
(Srivastava et al., 2011; Elmahallawy et al., 2014). O aspirado de baco
apresenta sensibilidade maior (93%), mas € um procedimento que envolve
maiores riscos de complicagdes, incluindo sangramentos. (Srivastava et al.,
2011; Van Griensven e Diro, 2012; EImahallawy et al., 2014).

Os principais métodos sorolégicos incluem reacdo imunoenzimatica
(ELISA, do inglés enzyme-linked immunosorbent assay), reagdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), teste de aglutinacdo direta (DAT) e teste
imunocromatografico (Mary et al., 2006). A sensibilidade depende do antigeno
e do método utilizado. A sorologia apresenta limitacdes para o diagnostico de
doenca manifesta, principalmente por nao distinguir infeccdo de doenca e por
nao definir recaida, visto que a positividade pode ocorrer em pessoas de areas
endémicas sem doenca manifesta ou pacientes ja curados (Van Griensven e
Diro, 2012). No entanto, também por estas caracteristicas, € um método
frequentemente utilizado em inquéritos epidemiolégicos e estudos de
prevaléncia de infeccdo por Leishmania (Papadopoulou et al., 2005; Carranza-
Tamayo et al., 2009; Gani et al., 2010; Pastor-Santiago et al., 2012).

Em relacdo ao ELISA, sensibilidade e especificidade dependem do
antigeno usado (Elmahallawy et al., 2014). Antigenos brutos de extratos de
diversas espécies de Leishmania tém sido utilizados para o diagnéstico de LV.
ELISA com antigeno de Leishmania major-like apresenta sensibilidade proxima

de 100% e especificidade variavel, a depender do estudo e metodologia
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empregada (70 — 100%) (Barbosa-De-Deus et al., 2002; Celeste et al., 2014).
Pela similaridade bioquimica, celular e imunoldgica, outros parasitos nao
patogénicos para o homem da familia Trypanosomatidae tem sido utilizados
em métodos diagndsticos para doenca de Chagas e leishmaniose. Dentre
esses métodos, ELISA com antigenos de Leptomonas seymouri demonstrou
100% de sensibilidade quando testado em soros de pacientes com LV, sem
diferenca estatistica em comparacdo ao ELISA com antigeno de L. infantum
chagasi (Ferreira et al., 2014). Assim como na maioria das reagdes com
antigenos brutos, observa-se também reacdo cruzada em soros de pacientes
com doenca de Chagas e leishmaniose cutanea (Ferreira et al., 2014).

O uso do antigeno recombinante K39 (rK39) de Leishmania infantum
tem sido avaliado como um método de 6timo desempenho para deteccdo de
LV em atividade. Para reacOes de ELISA usando este antigeno recombinante,
sensibilidade proxima de 100% e especificidade entre 96-100% tém sido
relatadas em diversos estudos (Kumar et al., 2001; Srivastava et al., 2011;
Elmahallawy et al., 2014). Testes imunocromatograficos usando o antigeno
rk39 tém se mostrado também eficazes e de facil execucéo, também com alta
sensibilidade e especificidade (92,8-100% e 96-98%, respectivamente) (Sundar
et al.,, 1998; Cunningham et al., 2012). Outro antigeno recombinante
desenvolvido para o diagndéstico de LV é o antigeno recombinante K28 (rK28).
Assim como o rK39, este antigeno pode ser utilizado em reacGes de ELISA e
testes rapidos imunocromatogréaficos, com alta sensibilidade e especificidade
(99,6 e 94,1-100%, respectivamente) para o diagnéstico de LV (Vaish et al.,

2012; Mukhtar et al., 2015).
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Imunofluorescéncia indireta (RIFI) é considerado um método sorolégico
de grande importancia em &reas endémicas, porém requer laboratorio
equipado para realizacao, é um método ndo automatizado, de leitura subjetiva
e de dificil execu¢cdo em areas de acesso limitado (Igbal et al., 2002; Boelaert
et al., 2004; Srivastava et al., 2011). E um exame indicado pelo Ministério da
Saude do Brasil para o diagnéstico de LV (Manual LV MS 2014), com
sensibilidade e especificidade que pode chegar a 90-100% e 98%,
respectivamente (Duxbury e Sadun, 1964; Camargo e Rebonato, 1969; Badaro
et al., 1983).

O DAT apresenta sensibilidade e especificidade estimadas em 96,9% e
93,7%, respectivamente (Boelaert et al., 2004). Apesar de ser um teste de facil
execucao, tem limitagbes como periodo para execucdo relativamente longo,
alto custo e producéo limitada por poucos laboratérios, além de positividade por
longo periodo mesmo apds a cura clinica e entre pessoas assintomaticas
vivendo em areas endémicas (Chappuis et al., 2006; Srivastava et al., 2011).

Em relacdo aos métodos moleculares, aqueles baseados em reacéo
em cadeia de polimerase (PCR), tém sido amplamente estudados como
alternativas ao diagndstico soroldgico e parasitoldgico. Além disso, podem ser
utilizados para diagnostico de infeccéo por Leishmania spp. em pacientes ainda
sem doenca plenamente manifesta, tendo em vista que podem ser positivos em
pacientes assintomaticos (Van Griensven e Diro, 2012). Diferentes alvos e
espécimes clinicas tém sido utilizadas em amostras de varios tecidos, incluindo
baco, medula éssea, sangue periférico e linfonodos (Cota et al., 2012; Jarvis e
Lockwood, 2013). De Ruiter et al (2014), em um metandlise a respeito da

acuracia diagnéstica dos métodos moleculares, encontraram sensibilidade de
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93,1% e especificidade de 95,6%, para estudos avaliando o método em
amostras de sangue periférico. Para PCR incluindo amostras de medula 0ssea,
em geral ha um incremento desses valores (95,3% de sensibilidade e 95,8% de
especificidade). Observa-se grande variedade de alvos utilizados em estudos
com objetivos diferentes, o que dificulta a analise de qual alvo molecular seria o
mais adequado para o diagnostico de LV. Dentre esses, destacam-se 0 uso do
minicirculo do cinetoplasto (kinetoplastid mininicle DNA — kDNA) e o espacador
interno transcrito 1 (internal transcribed spacer — ITS-1) (Brewster et al., 1998;
Fraga et al., 2010; Yehia et al., 2012). Ambos podem ser utilizados para
rastreio da doenca, porém o KDNA é mais amplamente usado, devido a
possibilidade de deteccdo de um grande numero de coépias por parasito (De

Paiva-Cavalcanti et al., 2015).

1.4 Perspectiva geral da coinfeccdo Leishmania/HIV

Infeccdo pelo HIV apresenta também grande importancia na América
Latina e 0 nimero de casos novos permanece estavel nessa regido, apesar da
tendéncia de queda ao redor do mundo. HIV/aids e LV compartilham
mecanismos imunes semelhantes e a coinfeccdo contribui para a progressao
de ambas as doencas (Alvar et al., 1997; Lindoso et al., 2014). A presenca do
HIV aumenta a fagocitose de Leishmania pelos macréfagos e facilita o
crescimento intracelular do parasito, com aumento da producéo de interleucina-
4 e interleucina-10. Além disso, presenca de Leishmania também favorece a

infeccdo pelo HIV, induzindo a sobrevivéncia e proliferagdo de mondcitos
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infectados, inibindo a apoptose de macréfagos e contribuindo para a elevagéao
da expressédo do virus (Jarvis e Lockwood, 2013; Lindoso et al., 2014). Desse
modo, em pacientes com HIV, a LV pode induzir uma maior imunodepressao e
estimular a replicacéo viral, levando o paciente ao desenvolvimento de aids
mais rapidamente (Alvar et al., 1997). Portanto, a significancia epidemiolégica
dos infectados assintomaticos aumenta, visto que a coinfec¢do acelera também
o desenvolvimento da LV, se manifestando, principalmente, quando a
contagem de linfécitos T CD4+ for abaixo de 200 células/mm3 (Alvar et al.,
1997; Cruz et al., 2006).

O impacto da coinfecgéo é crescente em varias partes do mundo e tem
se mostrado um desafio para o controle da LV, com aumento de casos
especialmente em areas urbanas. No sudoeste europeu, aproximadamente
70% dos casos de leishmaniose visceral sdo associados com a infec¢ao pelo
HIV, principalmente nos usuarios de drogas endovenosas (Alvar et al., 1997;
Cruz et al.,, 2006; World health organization, 2010). Esse mesmo cenario
também ocorre nos paises da América Latina, onde a disseminacdo da
infeccdo pelo HIV para areas rurais e a urbanizacéo da LV, contribuem para o
cruzamento de areas de transmissdo de ambas as doencas e
consequentemente para aumento da prevaléncia da coinfeccdo (Lindoso et al.,
2014; Van Griensven et al., 2014).

Além da importancia epidemioldgica, coinfeccdo LV/HIV apresenta-se
como fator de mau prognostico na maioria dos estudos. De forma geral,
pacientes com HIV apresentam manifestacdes clinicas semelhantes aqueles
nao coinfectados, incluindo febre, hepatoesplenomegalia e pancitopenia,

embora em menor proporcao (Lindoso et al., 2014). No entanto, apresentacdes
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atipicas podem estar presentes (Albuquerque et al., 2014). Diarreia, sintoma
observado com pouca frequéncia em pacientes imunocompetentes, é referida

em quase metade dos pacientes coinfectados (Lindoso et al., 2014).

15 Diagnéstico da coinfeccao Leishmania/HIV

Em relacdo ao diagndéstico, poucas informaces sobre o desempenho
dos métodos estéo disponiveis para pacientes coinfectados na América Latina.
Apesar de reconhecidamente os testes sorologicos apresentarem sensibilidade
mais baixa em pacientes com LV clinicamente manifesta infectados pelo HIV,
ha pouca informacdo sobre a comparacdo entre os diversos métodos
sorologicos nesse contexto de imunodepressao e poucos estudos que incluam
pacientes assintomaticos (Carranza-Tamayo et al.,, 2009; Cota et al., 2012;
Orsini et al., 2012; Lindoso et al., 2014). Em estudo realizado em populacao de
pessoas com HIV/aids acompanhadas em um hospital de nivel terciario, no
Distrito Federal, foi identificada prevaléncia de infec¢cdo assintomatica por
Leishmania em 16% dos pacientes (Carranza-Tamayo et al., 2009), revelando
a importancia da coinfeccdo nesse cenario. Em outro estudo que incluiu 381
pacientes assintomaticos com infeccao pelo HIV, foi observada prevaléncia da
infeccéo por Leishmania de 20,2%, para qualquer método positivo (Orsini et al.,
2012). Nao existem estudos que avaliem essa prevaléncia no estado de Sao
Paulo.

Comparado com métodos parasitologicos, DAT se apresenta como o
teste sorolégico de melhor desempenho entre coinfectados com doenca

clinicamente manifesta e provenientes de area endémica, com sensibilidade de
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81% e especificidade de 90% (Cota et al., 2012). Para ELISA e RIFI os estudos
sobre 0 desempenho destes métodos em pacientes com HIV sdo bastante
heterogéneos e utilizam diferentes antigenos. Para RIFI, h4 uma variabilidade
de sensibilidade de 11% a 82%, a depender do estudo avaliado, com
especificidade em torno de 93%. Para ELISA, os dados sdo escassos, com
sensibilidade estimada de 66% e especificidade de 90% (Cota et al., 2012,
Cota et al., 2013). Em relacdo aos métodos utilizando o antigeno rk39, os
estudos demonstram menor sensibilidade (45,6-77%) em comparagcdo a
pacientes sem infeccdo pelo HIV, porém com elevada especificidade (98%)
(Ter Horst et al., 2009; Cota et al., 2013).

Considerando que provavelmente a carga parasitaria no sangue
periférico de pacientes imunossuprimidos é maior, os métodos moleculares
podem auxiliar no diagnéstico destes pacientes, com sensibilidade e
especificidade em torno de 92% e 96%, respectivamente (Cota et al., 2012). A
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido o método molecular mais
explorado e diversos alvos tém sido utilizados em estudos com diferentes
objetivos, dentre os quais se destacam o DNA do minicirculo do cinetoplasto
(kinetoplastid miminicle DNA — kDNA) e o espacador interno transcrito 1
(internal transcribed spacer — ITS-1). Aléem disso, PCR em tempo real através
de método quantitativo pode auxiliar no seguimento de pacientes ao quantificar
a carga parasitaria e reduzir a necessidade de investigacdes invasivas (Mary et
al.,, 2006; Van Griensven e Diro, 2012). Porém, também existem poucos
estudos envolvendo esses métodos de diagndstico, com dados heterogéneos e

diferentes alvos utilizados (Cota et al., 2012).
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Devido a estas limitagdes de estudos que embasem o diagnéstico de LV
em pacientes com infeccdo pelo HIV, procedimentos invasivos, geralmente
aspirado de medula Ossea para visualizacdo direta de amastigotas de

Leishmania, séo os mais utilizados (Lindoso et al., 2014).



2. Justificativa




Justificativa 15

Pacientes infectados pelo HIV tém maior prevaléncia de infecgéo
assintomética e poucos estudos tém avaliado a presenca de infeccdo por
Leishmania nesse grupo, especialmente na América Latina (Cota et al., 2012;
Lindoso et al, 2014). Estudos realizados em diferentes localidades
consideradas endémicas para LV, demonstram uma prevaléncia da infeccéo
assintomatica por Leishmania spp. variando de 16 a 20,2%. (Carranza-Tamayo
et al., 2009; Orsini et al., 2012). Até o momento, ndo existem trabalhos que
avaliem essa frequéncia em grandes centros urbanos ndo considerados
endémicos para LV e nenhum estudo que aborde o assunto no Estado de S&o
Paulo.

Além disso, a escolha de métodos diagnosticos para a avaliacdo da
infeccéo latente por Leishmania nesses individuos é um desafio e os estudos
geralmente usam uma combinacdo de métodos para essa finalidade. Dessa
forma, a prevaléncia da coinfeccdo Leishmania/HIV no Brasil pode ser
subestimada, o que pode refletir diretamente na magnitude da gravidade de
doenca clinicamente manifesta nesses pacientes.

Neste contexto, e considerando essas informacdes, este projeto tem
por objetivo avaliar a frequéncia da infeccdo por Leishmania spp. em
pacientes com HIV/aids. Para tanto, serdo utilizados diferentes métodos

laboratoriais para o diagnostico de LV.
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3.1

3.2

Geral

Determinar a frequéncia da infeccdo por Leishmania em uma
populacdo de pacientes infectados pelo HIV atendidos no Instituto de

Infectologia Emilio Ribas, S&o Paulo, Brasil.

Especificos

Avaliar a positividade de diferentes métodos sorologicos e moleculares
utilizados no diagnoéstico de leishmaniose em pacientes com HIV/Aids;
Estudar associacbes entre historico de contato com area de
transmissao de LV e a positividade dos testes empregados;

Estudar associacOes entre as caracteristicas clinicas e laboratoriais
(incluindo contagem de linfocitos T CD4+ e uso de terapia

antirretroviral) dos pacientes e a positividade dos testes empregados.



4. Materiais e Métodos
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4.1 Delineamento do estudo

Trata-se de estudo transversal, no qual foi avaliada a frequéncia da
infeccdo por Leishmania spp. em pacientes vivendo com HIV/aids. Foram
realizados testes soroldégicos e moleculares, com énfase no diagnostico de
infeccdo por Leishmania infantum. A coinfecgdo Leishmania/HIV foi definida
guando o paciente apresentou pelo menos um teste diagndstico positivo.

Informagdes epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais foram obtidas
com o intuito de estabelecer possiveis associacdes em relacdo a positividade

dos testes empregados.

4.2 Local do estudo

O recrutamento de pacientes e a coleta de amostras clinicas foram
realizados no Instituto de Infectologia Emilio Ribas, centro de referéncia para o
atendimento de pacientes vivendo com HIV/aids em Sao Paulo/SP/Brasil. A
instituicdo oferece servicos de ambulatérios em infectologia, especialidades,
pronto-atendimento e internacdo hospitalar. Tem aproximadamente 8.500
pacientes em seguimento ambulatorial e hospitalar.

Os métodos laboratoriais utilizados para o diagndstico de leishmaniose
foram realizados no Laboratério de Soroepidemiologia e Imunobiologia do
Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo (IMT/USP), no Laboratério de
Protozoologia (IMT/USP) e em parceria com o Departamento de Parasitologia

da Fundac¢éo Oswaldo Cruz / Pernambuco.
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4.3 Célculo amostral

Considerando o numero de pacientes com HIV/aids atendidos no
Instituto de Infectologia Emilio Ribas (N=8.500), um nivel de confianga
desejado de 95%, usando como semi-amplitude do intervalo de confianca ou
erro maximo aceitavel o valor de 5%, e prevaléncia esperada 16% da
coinfeccdo Leishmania/HIV (Carranza-Tamayo et al., 2009), definiu-se o
namero de 206 pacientes a serem incluidos, a partir da férmula apresentada na

Figura 1.

n= N.Z2.P.(1-P)
(N-1).E2+22.P.(1-P)

n= tamanho da amostra; N= tamanho do universo; P= prevaléncia esperada; Z= nivel de
confianca desejado; E= semi-amplitude do intervalo de confianca ou erro maximo

Figura 1- Férmula utilizada no calculo amostral

4.4 Sujeitos da pesquisa

Foram incluidos neste estudo, pacientes atendidos no Instituto de
Infectologia Emilio Ribas, entre abril de 2015 e marco de 2016, com
diagndstico de HIV/aids, que foram convidados durante as consultas de rotina
ou durante periodo de internacdo hospitalar a participarem do projeto de
pesquisa. No total, 245 pacientes foram incluidos, sendo 218 pacientes que

estavam em acompanhamento ambulatorial e 27 pacientes internados para



Materiais e Métodos 21

tratamento ou investigacdo de outras doencas. Cinco sujeitos foram excluidos
devido a problemas no armazenamento das amostras. Assim, 240 pacientes
foram incluidos na analise.

Para fins de informacdo epidemiolégica, “histérico de exposicdo a
areas de transmissao de LV” foi considerado presente se 0 paciente nasceu ou
viveu por mais de um ano em municipio com transmissdo autoctone de LV
(Carranza-Tamayo et al., 2009). Foram considerados municipios com
transmissao autéctone de LV aqueles listados nos dados (2001-2014) do
sistema de vigilancia epidemioldgica do Ministério da Saude do Brasil, nos
guais havia pelo menos um caso autoctone de leishmaniose visceral humana.

Foram definidos como “sintomas compativeis com LV’ um dos
sintomas incluidos na definicio de caso da OMS para LV (febre,
esplenomegalia e perda de peso) (World Health Organization, 2010). Em todos
0s casos, a decisdo clinica de realizacdo de outros procedimentos de
diagnaostico para leishmaniose, tal como aspirado de medula para pesquisa de
Leishmania e tratamento especifico ficou a cargo da equipe clinica assistente,
considerando outros diagndsticos diferenciais possiveis. Os demais pacientes

sem sintomas definidos acima foram classificados como “assintomaticos”.

Critérios de inclusao

e Realizar acompanhamento ambulatorial ou estar internado no Instituto
de Infectologia Emilio Ribas.
e Diagnéstico confirmado de infeccdo pelo HIV, segundo fluxograma de

diagnostico do Ministério da Saude do Brasil (Brasil, 2004).
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e Disponibilidade dos resultados de contagem de linfocitos TCD4+ e
TCD8+, carga viral e informacéo de uso ou nao de terapia antirretroviral
(TARV) até quatro meses anteriores a data da coleta dos exames.

e Maiores de 18 anos.

e Concordancia na participacdo na pesquisa e assinatura do Termo de

consentimento livre e esclarecido.

Critérios de excluséo

¢ Indisponibilidade dos dados epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais

por qualquer motivo.

4.5 Fonte de dados

Os dados referentes a epidemiologia para LV foram questionados no
momento da inclusdo dos pacientes no estudo (municipios onde nasceu e
morou por mais de um ano). As demais informacdes foram acessadas através
da coleta de dados no prontuario meédico e sistema eletrénico de resultados de
exames. Foram obtidas as seguintes informacgdes: historico de tratamento
prévio para leishmaniose, intercorréncia clinica atual em tratamento, infeccées
oportunistas prévias, infeccdes prévias, comorbidades cronicas, sinais e
sintomas relacionados a leishmaniose visceral (febre, esplenomegalia e perda
de peso), alteracdes laboratoriais (anemia, leucopenia ou plaguetopenia),
regularidade do uso de TARV (conforme definido pela equipe assistente e
descrito em prontuario médico), TARV atualmente utilizada, valores da

contagem de linfécitos T CD4+, valores de carga viral para HIV-1. Informacfes
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a respeito dos municipios com transmissdo autoctone de LV foram obtidas

através dos registros do Ministério da Saude do Brasil.

4.6 Coleta e processamento das amostras

Coleta das amostras de sangue periférico

As amostras de sangue foram colhidas juntamente com o0s outros
exames de rotina que séo realizados periodicamente, no acompanhamento

ambulatorial e de rotina laboratorial dos pacientes internados.

Amostras de sanque periférico

Soro. Foram colhidos 5 mL de sangue por puncéo de veia periférica em tubo
seco. As amostras foram centrifugadas a 1800 g por 10 minutos para obtencéo
do soro, os quais foram estocados a -20°C até a realizacdo dos testes
soroldgicos.

Sangue total. Foram colhidos 10 mL de sangue total por puncdo de veia
periférica em tubo contendo EDTA para extracdo de DNA para realizacdo de

PCR.
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4.7 Técnicas laboratoriais

4.7.1 Métodos sorolégicos

Para a técnica de ELISA, foram utilizados quatro diferentes antigenos:
L.major-like, extrato antigénico total de Leptomonas seymori, antigeno

recombinante K39 e antigeno recombinante K28.

4.7.1.1 ELISA usando antigeno total de Leishmania major-like (ELISA L.
major-like)

O antigeno total L. major-like (MHOM/BR/71/49) (Momen et al., 1985)
foi preparado de acordo com descricdo de Hoshino-Shimizu e colaboradores,
com modificagbes (Hoshino-Shimizu et al., 1978; Guimaraes et al., 1981;
Guimaraes et al., 1983). Placas de poliestireno (Corning incorporated, New
York, USA) foram incubadas por 18 h a temperatura de 4°C com 100 pL de
antigeno L. major-like (5 uyg/mL) em tamp&o carbonato-bicarbonato (0.06M, pH
9.6). Lavagem foi feita trés vezes usando tampéao fosfato-salino (phosphate-
buffered saline — PBS) com 0,05% Tween-20 (PBS-T) (Merck-Schuchardt,
Hohenbrunn, Germany). Cem microlitros de soro por poco diluidos em solucéo
contendo PBS-T e leite desnatado (5%) (1:40) foram adicionados as placas e
incubados por 1h a 37 °C. As placas foram entdo lavadas novamente duas
vezes por 10 min com PBS-T, incubadas com conjugado de peroxidase anti-
IgG humana cadeia gama especifica na diluicdo de 1:10.000 em PBS-T e leite
desnatado 5% por 1 h e entdo, submetidas a mais um ciclo de lavagens. Apés

incubagdo com 100 pyL de solugdo de H202 (0,05%) (Merck-Schuchardt,
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Hohenbrunn, Germany) e 0,08 g% de &cido 5-aminosalicilico (Sigma-Aldrich
chemical company, St. Louis, USA), por 1h na auséncia de luz, a reacao foi
interrompida pela adicdo de 30 pL de NaOH 1M. Os resultados da reagéo de
ELISA foram lidos no comprimento de onda de 405nm, utilizando um
espectrofotometro (Titertek Multisplan Plus, Helsinki, Finland). O cutoff foi
determinado a partir da média mais dois desvios-padrdes da absorbancia dos
soros utilizados como controle negativos. Foram considerados como reagentes
0s soros com valores de absorbéncia acima do cutoff. Cada amostra foi
realizada em duplicata e a média foi utilizada para determinar o resultado final.

Cada placa continha soros positivos e negativos, como controles.

4.7.1.2 ELISA usando extrato antigénico total de Leptomonas seymori

(ELISA Leptomonas)

O extrato antigénico de Leptomonas seymouri foi preparado de acordo
com o descrito por Ferreita et al. (2014). Os parasitos coletados na fase
exponencial de crescimento (quarto dia) foram lavados 3 vezes em tampao
fosfato 0,01M, pH7,2, contendo NaCl 0,8% (PBS) e centrifugado a 3000 rpm,
por 15 minutos a 4°C. O sedimento obtido apds a ultima lavagem foi submetido
a dissolucdo completa com NaOH 0,3M por 18 horas a 4°C sob agitacéo
magnética constante. Em seguida foi realizada a neutralizacéo pela adicdo de
HCI 0,3N e centrifugado a 10.000 rpm por 30 minutos. O sobrenadante foi
recolhido e apdés dosagem do conteudo proteico, os extratos foram
armazenados em aliquotas a -70°C até o momento do uso. Para reacéo de
ELISA, placas de poliestireno (Corning incorporated, New York, USA) foram

incubadas por 18 h a temperatura de 4°C com 50 uL de antigeno (4 ug/mL) em
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tampéo carbonato-bicarbonato (0,05M, pH 9,6). Em seguida, as placas foram
lavadas uma vez com PBS-T (Merck-Schuchardt, Hohenbrunn, Germany).
Apds, as placas foram bloqueadas com uma solucdo contendo PBS-T e 5% de
leite desnatado por 30 min em temperatura ambiente. As placas foram ent&o
lavadas com PBS-T por cinco vezes e incubadas por 1 h a 37 °C com 50 pL de
anti-lgG humano conjugado a peroxidase diluido 1:2.000 em PBS. Apés mais
um ciclo de lavagens a reacéo foi revelada pela adicdo de 50uL de solucéo
contendo: 12,5mL de tampdo citrato acido citrico 0,05M, pH 5,0; 5mg de O-
phenylenediamine dihydrochloride (OPD-tablets, Sigma-Aldrich chemical
company, St. Louis, USA) e 7,5uL de H>02 (30%) (Merck-Schuchardt,
Hohenbrunn, Germany). A reacao foi interrompida adicionando-se 25 pL de HCI
4N. Os resultados da reacdo de ELISA foram obtidos por densidades opticas
no comprimento de onda de 492nm, utilizando um espectrofotometro (Titertek
Multisplan Plus, Helsinki, Finland). O cutoff foi determinado pelo valor que
demonstrou melhor sensibilidade e especificidade na curva ROC, incluindo
controles positivos e negativos. Todos o0s experimentos foram repetidos

independentemente pelo menos duas vezes.

4.7.1.3 ELISA usando antigeno recombinante K39 (ELISA rk39)

O antigeno recombinante K39 foi obtido do Infectious Disease
Research Institute, Seattle, WA. Placas de poliestireno (Corning incorporated,
New York, USA) foram incubadas por 18h a temperatura de 4 °C com 50 uL de
antigeno rk39 (0,5 pg/mL) em tampao carbonato-bicarbonato (0,05M, pH 9,6).

Lavagem foi feita trés vezes com PBS-T (Merck-Schuchardt, Hohenbrunn,
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Germany). Em seguida, as placas foram bloqueadas com 125 pL por poco de
uma solucdo contendo PBS-T e 5% de leite desnatado por 2h a 37 °C. Apos
trés ciclos de lavagens, 50 pyL de soro por poco diluidos em PBS-T e leite
desnatado 5% (1:100) foram adicionados as placas e incubados por 30 min a
37 °C. As placas foram entdo lavadas novamente com PBS-T por cinco vezes,
incubadas com conjugado de peroxidase anti-lgG humana (1:30.000 em PBS-T
e 5% leite desnatado) por 30 min e entdo, submetidas a mais um ciclo de
lavagens. Para a revelagdo da reacdo, utilizou-se o cromédgeno
tetrametilbenzidina (TMB)/H202 (50 pL/pog¢o) por 10 minutos e para a
interrupcédo da reacao utilizou-se H2SO4 2N (25 pL/poco). Os resultados da
reacao de ELISA foram lidos no comprimento de onda de 450nm, utilizando um
espectrofotometro (Titertek Multisplan Plus, Helsinki, Finland). Cada placa tinha
controles positivos e negativos. O cutoff foi determinado usando a curva ROC.
O indice de reatividade foi calculado para cada amostra dividindo o valor da
absorbancia pelo cutoff. Amostras foram consideradas positivas se o valor de

incide de reatividade foi = 1.

4.7.1.4 ELISA usando antigeno recombinante K28 (ELISA rk28)

O antigeno recombinante K28 foi obtido do Infectious Disease
Research Institute, Seattle, WA. Placas de poliestireno (Corning incorporated,
New York, USA) foram incubadas por 18h a temperatura de 4°C com 50 uL de
antigeno rk28 (1,0 pg/mL) em tampao carbonato-bicarbonato (0.05M, pH 9.6).
Lavagem foi feita trés vezes com PBS-T (Merck-Schuchardt, Hohenbrunn,

Germany). Em seguida, as placas foram bloqueadas com 125 pL por pogo de
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uma solucdo contendo PBS-T e 5% de leite desnatado por 2h a 37 °C. Apés
trés ciclos de lavagens, 50 pyL de soro por poco diluidos em PBS-T e leite
desnatado 5% (1:100) foram adicionados as placas e incubados por 30 min a
37 °C. As placas foram entdo lavadas novamente com PBS-T por cinco vezes,
incubadas com conjugado de peroxidase anti-lgG humana (1:30.000 em PBS-T
e 5% leite desnatado) por 30 min e entdo, submetidas a mais um ciclo de
lavagens. Para a revelacao da reacgdao, utilizou-se o cromégeno TMB/H202 (50
pL/poco) por 10 minutos e para a interrupcao da reacao utilizou-se H2S04 2N
(25 pL/poco). Os resultados da reacdo de ELISA foram lidos no comprimento
de onda de 450nm, utilizando um espectrofotémetro (Titertek Multisplan Plus,
Helsinki, Finland). Cada placa tinha controles positivos e negativos. O ponto de
corte foi determinado usando a curva ROC. O indice de reatividade foi
calculado para cada amostra dividindo o valor da absorbancia pelo ponto de
corte. Amostras foram consideradas positivas se o valor de incide de

reatividade foi = 1.

4.7.1.5 Imunofluorescéncia indireta com antigeno Leishmania major-like

(RIFI)

Imunofluorescéncia indireta para pesquisa de anticorpos IgG anti-
Leishmania foi realizada de acordo com o protocolo ja estabelecido (Guimaraes
et al., 1974). Laminas multispot foram preparadas com antigeno de
promastigotas de Leishmania major-like (MHOM/BR/71/49). As amostras de
soros foram diluidas a 1:40 em PBS 0,01M pH 7,2, aplicadas nas laminas em
duplicatas e incubadas por 30 minutos a 37°C em camara Umida. Apos trés

lavagens de 10 minutos em PBS 0,01M pH 7,2, sendo a primeira lavagem
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rapida e duas de 10 minutos cada, as laminas foram secas e incubadas com
20puL em cada orificio com o conjugado anti-lgG humana (isotiocianato de
fluoresceina, cadeia gama especifica/ Biolab Mérieux, Franga), diluido a 1:150
em PBS 0,01M pH 7,2 com azul de Evans 4 mg%, nas mesmas condi¢coes. As
laminas foram novamente lavadas e montadas com glicerina tamponada pH
8,0. Os testes foram lidos em microscopio 6ptico Zeiss binocular (Carl Zeiss,
Oberkochen, West Germany) em objetiva de agua de 250 x. Em todos os

testes foram adicionados um soro padrao positivo e um soro padréo negativo.

4.7.1.6 Teste de aglutinacao direta (DAT)

Uma solucédo diluente foi preparada adicionando-se 10 mL de solucéo
salina 0,9% e 78 pL de solugado de B-mercapto-etanol. Acrescentou-se 5 UL de
cada amostra de soro a 245 L de solucéo diluente, gerando uma diluicdo de
1:50. As amostras foram distribuidas nos pocos de fundo V, em diluicdes
seriadas, partindo de 1:50 ate 1:51.200. O antigeno de
Leishmania liofilizado (Royal Tropical Institute - KIT) foi diluido em 5mL de
solucdo salina 0,9%, seguindo recomendacédo do fabricante. Cada poco da
placa recebeu 50 pL desta solucdo. Apos 18 h de incubacdo, em camara
escura, foi realizada leitura dos resultados com auxilio de um aglutinoscépio. A
presenca de formacdo do complexo antigeno-anticorpo foi verificada pela
auséncia do botdo de aglutinacdo no fundo do pogco em V. A auséncia desse
complexo foi demonstrada pela formacao do botdo de aglutinacdo. A coluna 1
nao recebeu amostras de soro, sendo considerada o branco da reacéo. Todos

0s pocos dessa coluna deveriam apresentar o botdao formado, indicando a
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auséncia da reacgédo. Aslinhas G e H receberam as diluicbes seriadas de
um controle positivo (Figura 2). Considerou-se o paciente com resultado
positivo quando seu soro apresentava reacédo de aglutinagéo na diluicado igual

ou superior a 1:6.400.

Branco

00O

OO00OO00O=

FOOOOOOOOOOO0O
c000000000000} e
HOOOOOOOOOOOO positivo

FONTE: Adaptado de Adams ER, Jacquet D, Schoone G, Gidwani K, Boelaert M, et al. (2012)
Leishmaniasis Direct Agglutination Test: Using Pictorials as Training Materials to Reduce Inter-
Reader Variability and Improve Accuracy. PLOS Neglected Tropical Diseases 6(12): e1946.

Figura 2-  Configuracdo da placa de DAT. Linhas representadas por letras e
colunas representadas por nimeros. Em destaque, localizac&o do

controle positivo e do “branco’.
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4.7.2 Métodos moleculares

4.7.2.1 Extragao de DNA

Amostras de sangue periférico colhidas em tubos de EDTA foram
processadas utilizando protocolo especifico para extracdo de DNA, com uso do
Minikit QlIAamp (QIAGEN, Chatsworth, CA, USA), conforme recomendac¢des do
fabricante. ApOs a extragdo, as amostras de DNA foram submetidas a anélise
de sua concentracdo e pureza, determinadas pela relacdo de leitura de
absorbancia (260/280 nm) no espectrofotometro (NanoDrop Thermo Scientific
2000). Relacao de aproximadamente 1,8 é considerada indicativa de pureza do
DNA. Foi realizado PCR para beta-globina nas amostras negativas para

verificacdo da presenca de DNA humano.

4.7.2.2 Reacao em cadeia da polimerase — alvo kDNA

Para a realizacdo da PCR foi utilizado como alvo o minicirculo do
kDNA, devido sua grande abundancia no genoma da Leishmania, possuindo
aproximadamente 10.000 coépias variando o tamanho entre 0,5kb e 2,9kb
(Shapiro e Englund, 1995). Os primers escolhidos para realizar a amplificacéo
dessa regido foram os LINR4 e LIN19, que amplificam 720pb do minicirculo,
aumentando a possibilidade de positividade mesmo em amostras com pouca
guantidade de DNA parasitario (Aransay et al., 2000).

O mix da reacdo era composto por: 30,2 yL de agua DNAse free, 4,0

ML de Tampao 10x PCR, 5,0 uL de MgCl, 50mM, 2,0 uL de cada primer de
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iniciagdo LINR4 e LIN19 (10 pM/uL), 1,0 yL de DNTP 10mM, e 0,8 pL de Taq
DNA polimerase recombinante (Invitrogen® - 5 U/uL), gerando um total de 45,0
ML por amostra, em que foram adicionados 5,0 yL do DNA extraido (50 ng/uL).
As condi¢des de reacao no termociclador foram: 3 min a 94°C; trinta e trés
ciclos de 30s a 95°C, 30s a 58°C e 1 min a 72°C, para desnaturagdo inicial,
anelamento e polimerizagao, respectivamente; seguido de 10min de extensao
final a 72°C. As amostras amplificadas foram submetidas a eletroforese em gel
de agarose 1% (1g de agarose + 100 mL de TAE 1x, aquecidos até dissolucao
completa da agarose) e para a corrida foram adicionados a cada 5 pL de
amostra, 1,0 yL de tampé&o de corrida (Loading Dye 6X), como comparativo foi
utilizado um ladder de 100pb. A eletroforese foi realizada durante 60 minutos, a
80V. ApoOs a corrida, o gel foi submetido a coloracdo com brometo de etideo.
Cada reacao incluiu um controle negativo e um controle positivo extraido de

cultura de promastigotas de Leishmania (L.) infantum chagasi.

4.7.2.3 Reacao da Cadeia da Polimerase — alvo ITS-1

Os primers utilizados na amplificacdo do ITS-1 foram: LITSR (5'-
CTGGATCATTTTCCGATG-3’) e L5.8S (5- TGATACCACTTATCGCACTT-3’).
O mix de reacao de 50 uL era composta por 2 yL de DNA molde, 25 pL de 2x
GoTag® Green Master Mix (Promega Corp., Madison, WI) e 5 uL (10pmol/uL)
de cada primer. GoTag® Green Master Mix € composta por 2x Green GoTaq
reaction Buffer (pH 8.5), 400 uM dATP, 400 uM dGTP, 400 uM dCTP, 400 uM
dTTP e 4 mM MgCI2. A amplificacdo foi realizada de acordo com as seguintes

condi¢des: desnaturacgéo inicial 94° C por 3 min e 35 ciclos: 94° C por 40 s; 53°
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C por 45 s; 72° C por 1 min e uma extenséo final a 72° C por 6 min. O ITS-1
produz um fragmento de 300 — 350 pb, dependendo da espécie de Leishmania
spp. (SCHONIAN et al., 2003). As amplificacdes ocorreram no termocilador
LifePro thermal cycler (Bioer Technology). Cada reacdo incluiu um controle
negativo e um controle positivo extraido de cultura de promastigotas de

Leishmania infantum.

4.8 Analise estatistica

Um banco de dados foi gerado no Microsoft Excel 2013®. A analise e
interpretagéo dos resultados foi feita a partir do Microsoft Excel 2013® e Graph
Prism 5®. Para cada teste diagnostico, foram separados o0s grupos com
resultado reagente e nao-reagente e comparados segundo as seguintes
caracteristicas: idade, género, presenca de epidemiologia para LV, tempo de
diagnostico da infeccao pelo HIV, contagem de linfocitos T CD4+, uso regular
de TARV, uso de inibidor de protease no esquema antirretroviral, histérico de
infeccdo oportunista prévia, diagnostico de tuberculose prévio, presenca de
comorbidades, presenca de sintomas caracteristicos de LV, presenca de
intercorréncia clinica em tratamento no momento da inclusdo, presenca de
alteracoes laboratoriais (anemia, leucopenia ou plaquetopenia).

O valor de “p” foi calculado utilizando diferentes testes estatisticos, a
depender da variavel analisada: Teste Qui-quadrado e Teste exato de Fisher
para variaveis categoricas; Teste de Mann Whitney para variaveis continuas

com distribuicdo ndo-paramétrica; Teste t, para variaveis continuas com

distribuicdo paramétrica. Para variaveis continuas com distribuicdo normal, o
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valor da média foi usado para efeito de comparagdo; quando as variaveis
apresentavam distribuicdo n&o-paramétrica, os valores de mediana foram
utilizados. Foram considerados estatisticamente significativos os dados para os
qguais os valores de p < 0,05. Foi calculada a concordancia entre as provas
através do indice Kappa, com as seguintes interpretacdes: valores <0 -
nenhuma; valores entre 0,00-0,19 — ruim; valores entre 0,20 — 0,39 — razoavel;
valores entre 0,40 — 0,59 — moderada; valores entre 0,60 — 0,79 — étima; valor

de 1,0 — perfeita.

4.9 Consideracfes sobre questdes éticas da pesquisa

Em todas as circunstancias foram observadas as recomendacdes de
respeito a privacidade e a confidencialidade previstas pela Resolucdo n°® 196,
de 10 de outubro de 1996, Conselho Nacional de Saude para a Pesquisa
Cientifica em Seres Humanos. O projeto foi submetido e aprovado nos Comités
de FEtica e Pesquisa do Instituto de Infectologia Emilio Ribas (CAAE:
12287213.2.0000.0061) e Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo (CAAE: 12287213.2.3001.0065). Foram formalizados os termos de
confidencialidade e termo de consentimento livre e esclarecido entre os autores

do projeto e os sujeitos da pesquisa.
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5.1 Resultados gerais

Inicialmente foram incluidos 245 pacientes, sendo que cinco individuos
foram excluidos da andlise por inadequagdo no armazenamento de amostras.
Em dois pacientes incluidos foi realizado aspirado de medula para pesquisa
direta de Leishmania spp. Em nenhum paciente foi constatada presenca de
Leishmania spp. através da pesquisa direta.

Dos 240 individuos, 172 (71,6%) eram do sexo masculino (Grafico 1). A
média de idade dos pacientes foi de 46 anos, variando de 24 a 80 anos, com

mediana de 45,5 anos.

Grafico 1 - Distribuicdo dos 240 pacientes vivendo com HIV/aids, atendidos
no Instituto de Infectologia Emilio Ribas (abril/2015 a mar¢o/2016)
segundo o género

feminino
28,3%

masculino
71,6%

Com relacdo a epidemiologia para LV (definida como ter nascido ou
morado por mais de um ano em area de transmissado autéctone), 92 pacientes
(38,3%) tinham epidemiologia documentada, enquanto em 148 (61,6%) nao
tiveram os critérios necessarios e foram considerados sem epidemiologia

documentada para LV (Gréfico 2).
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Gréafico 2 - Distribuicdo de 240 pacientes vivendo com HIV/aids atendidos no
Instituto de Infectologia Emilio Ribas (abril/2015 a mar¢o/2016)
segundo presenca de epidemiologia para leishmaniose visceral

sim
38,3%

nao
61,6%

A mediana de tempo de diagnostico da infeccao pelo HIV foi de 15
anos, variando de um a 30 ano (Grafico 3).

Grafico 3- Boxplot da distribuicdo do tempo de diagndstico (anos) da infecgcao
pelo HIV dos 240 pacientes vivendo com HIV/aids atendidos no
Instituto de Infectologia Emilio Ribas (abril/2015 a mar¢o/2016)
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Os dados referentes aos estados da federacdo de nascimento,
mostram predominio de Sdo Paulo (57,5%), seguido da Bahia (9,6%),
Pernambuco (7,5%) e Minas Gerais (6,3%). Quatro pacientes ndo eram

nascidos no Brasil (Tabela 1).
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Tabelal- Distribuicio de 240 pacientes vivendo com HIV/aids
acompanhados no Instituto de Infectologia Emilio Ribas
(abril/2015 a margo/2016) incluidos, segundo estado de

nascimento

ESTADO N %
AL 3 1,3
BA 23 9,6
CE 4 1,7
DF 1 0,4
GO 2 0,8
MA 4 1,7
MG 15 6,3
MS 1 0,4
PB 7 2,9
PE 18 7,5
PI 1 0,4
PR 5 2,1
RJ 7 2,9
RN 1 0,4
RS 4 1,7
SC 1 0,4
SP 138 57,5
TO 1 0,4

OUTROS 4 1,7

PAISES

Uso regular de terapia antirretroviral foi referido por 211 pacientes
(87,9%). Uso de algum medicamento da classe dos inibidores de protease foi

constatado em 119 pacientes (49,6%) (Tabela 2).
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Tabela 2- Distribuicdo de 240 pacientes vivendo com HIV/aids
acompanhados no Instituto de Infectologia Emilio Ribas
(abril/2015 a mar¢o/2016) quanto ao uso regular de TARV e uso
de esquema antiretroviral contendo inibidor de protease

Uso regular de TARV Uso de Inibidor de Protease
N % N %
Sim 211 87,9 119 49,6
N&o 29 12,1 121 50,4

O menor valor constatado de contagem de linfocitos T CD4+ foi 2
células/mm® e o maior foi 1724 células/mm3, com mediana de 547,5
células/mm? (Grafico 4).

Grafico 4- Boxplot demonstrando a distribuicdo do valor da contagem de
linfocitos T CD4+ dos 240 pacientes vivendo com HIV/aids

acompanhados no Instituto de Infectologia Emilio Ribas
(abril/2015 a mar¢o/2016)
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Valores de contagem de linfocitos T CD4+ menores que 200

células/mm3 foram observados em 27 pacientes (11,3%), enquanto 213
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pacientes (88,8%) apresentavam contagem de linfocitos T CD4+ maior ou igual

a 200 células/mm3 (Gréfico 5).

Gréafico 5- Distribuicdo de 240 pacientes vivendo com HIV/aids atendidos no
Instituto de Infectologia Emilio Ribas (abril/l2015 a margo/2016)
categorizados de acordo com a contagem de linfocitos T CD4+
(em células/mm3)

100,0% 88,8%
80,0%
60,0%
40,0%

20,0% 11,3%
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<200 =200

Dos 240 pacientes, 195 (81,3%) apresentavam carga viral indetectavel
(=40 copias/mL) (Grafico 6). A tabela 3 mostra os niveis de carga viral dos
pacientes incluidos, para as seguintes categorias: entre zero e 40 cOpias/mL
(limite de deteccdo do teste utilizado); entre 41 e 10.000 copias/mL; entre

10.001 e 100.000 copias/mL; maior que 100.000 cépias/mL.
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Gréafico 6- Distribuicdo de 240 pacientes vivendo com HIV/aids atendidos no
Instituto de Infectologia Emilio Ribas (abril/2015 a mar¢o/2016)
guanto a auséncia de deteccdo de cépias de HIV-1 em sangue
periférico (células/mmg)

Ndo
19%

Sim
81%

Tabela 3- Distribuicdo de 240 pacientes vivendo com HIV/aids atendidos no
Instituto de Infectologia Emilio Ribas (abril/l2015 a margo/2016)
guanto aos valores de carga viral

Carga viral (copias/mL) N %
0-40 195 81,3
41-10.000 24 10,0
10.001-100.000 19 7,9
>1.000.000 2 0,8

Com relacéo aos sinais e sintomas apresentados, 18 (7,5%) pacientes
apresentavam pelo menos um sintoma compativel com LV (febre,
esplenomegalia ou perda de peso). Destes 18 pacientes, esplenomegalia
estava presente em quatro, febre em 13 pacientes e perda de peso em 16
pacientes. A triade febre, esplenomegalia e perda de peso estava presente em
3 pacientes. Duzentos e vinte e dois pacientes (92,5%) foram considerados

assintomaticos para LV (Grafico 7).
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Gréafico 7- Distribuicdo de 240 pacientes vivendo com HIV/aids atendidos no
Instituto de Infectologia Emilio Ribas (abril/l2015 a margo/2016)

bY

incluidos em relagdo a presenca ou ndo de sintomas
considerados compativeis com LV

sim
7,5%

nao
92,5%

Referente as alteracbes laboratoriais, 44 (18,3%) pacientes
apresentavam anemia, 29 (12,1%) pacientes apresentavam leucopenia e 12
(5%) apresentavam plaquetopenia. Quatro (1,7%) pacientes apresentavam
pancitopenia (Tabela 4). Dos pacientes com sintomas caracteristicos de LV, 17
apresentavam anemia (94,4%), 11 (61,1%) apresentavam leucopenia e 2
(11,1%) pacientes apresentavam plaquetopenia; um paciente apresentava

pancitopenia (Tabela 5).

Tabela 4- Distribuicio de 240 pacientes vivendo com HIV/aids
acompanhados no Instituto de Infectologia Emilio Ribas
(abril/2015 a marc¢o/2016) incluidos em relacdo a presenca das
alteracdes laboratoriais: anemia, leucopenia, plaquetopenia e
pancitopenia

Anemia Leucopenia Plagquetopenia Pancitopenia
N % N % N % N %
Sim 44 18,3 Sim 29 12,1 Sim 12 5 Sim 4 1,7

N&o 196 81,7 Nao 211 87,9 Né&o 228 95 Nado 236 98,3
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Tabela 5- Distribuicdo dos pacientes com sintomas caracteristicos de LV (18

pacientes no total) em relagcdo a presenca das alteragbes
laboratoriais: anemia, leucopenia, plaguetopenia

Anemia Leucopenia Plaquetopenia
N % N % N %
Sim 17 94,4 Sim 11 61,1 Sim 2 11,1
N&o 1 5,6 Néo 7 38,9 Néo 16 88,9

Em relacdo a presenca de comorbidades crénicas, 109 (45,4%)
pacientes apresentavam pelo menos uma comorbidade descrita (Grafico 8). As
mais prevalentes foram: dislipidemia (14,2%), hipertensdo arterial sistémica
(9,6%), hepatite C (6,7%), diabetes mellitus (5,8%), tabagismo (5,4%),
depressao (4,6%), hipotireoidismo (3,7%), hepatite B (3,3%), obesidade (2,5%)
(Tabela 6). Comorbidades citadas em menos de 2% dos casos incluiram:
dependéncia quimica de drogas Iilicitas, etilismo, transtorno bipolar,
lipodistrofia, litiase renal, osteoporose, infeccdo pelo HTLV, prolapso mitral,
anemia falciforme, arritmia, artrite reumatoide, hérnia de disco, doenca de
Chagas, esquizofrenia, doenca pulmonar obstrutiva cronica, insuficiéncia
cardiaca, gota, epilepsia, esteatose hepatica, fibrose pulmonar, hiperplasia

prostatica benigna.
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Gréafico 8- Distribuicdo de 240 pacientes vivendo com HIV/aids atendidos no
Instituto de Infectologia Emilio Ribas (abril/2015 a mar¢o/2016)
incluidos em relacdo a presenca de comorbidades

sim
45,4%

ndo
54,6%

Tabela 6- Distribuicdo das comorbidades mais prevalentes citadas pelos
pacientes vivendo com HIV/aids atendidos no Instituto de
Infectologia Emilio Ribas (abril/2015 a mar¢o/2016)

Comorbidade N %
Dislipidemia 34 14,2
Hipertensao arterial sistémica 23 9,6
Hepatite C 16 6,7
Diabetes mellitus 14 5,8
Tabagismo 13 54
Depressao 11 4,6
Hipotireoidismo 9 3,8
Hepatite B 8 3,3
Obesidade 6 2,5

Um total de 28 (11,7%) pacientes estavam em tratamento atual para
alguma intercorréncia clinica (ndo consideradas comorbidades crénicas).
Desses, nove pacientes tinham diagnostico de tuberculose, sendo cinco com a

forma pulmonar da doenca, trés com forma disseminada e um paciente com a
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forma ganglionar. Também referente aos 28 pacientes em tratamento para
alguma doenca, cinco tinham o diagnéstico de doenca invasiva por CMV, trés
de neurotoxoplasmose, dois de sarcoma da Kaposi, dois de linfoma de
Hodgkin, dois de neurocriptococose, dois de neurossifilis. Abscesso muscular,
doenca desmielinizante, linfoma primario de sistema nervoso central,
aspergilose pulmonar, cirrose hepética e pneumocistose foram citadas uma vez
cada. Quatro pacientes tinham mais de uma doenca atual em tratamento.
Ainda em relagdo aos 28 pacientes que estavam em tratamento para outras
doencgas, 17 deles tinham sintomas compativeis com LV, pois apresentavam
pelo menos um dos critérios acima descritos: febre, esplenomegalia e perda de
peso.

Referente ao registro de infeccbes oportunistas prévias, 53 pacientes
(22,1%) ja haviam apresentado alguma infeccdo oportunista e 14 pacientes
(5,8%) tinham relato de mais de uma infeccdo oportunista (Tabela 7). As
infeccbes oportunistas citadas foram: pneumocistose, relatada em 19 (7,9%)
pacientes; micobacteriose disseminada, relatada em 12 (5%) pacientes;
neurotoxoplasmose, relatada em 11 (4,6%) pacientes; criptococose
extrapulmonar, relatada em 10 (4,2%) pacientes; doenca pelo CMV, relatada
em oito (3,3%) pacientes; candidiase esofagica, relatada em seis (2,5%)
pacientes; sarcoma de Kaposi, relatado em cinco (2,1%) pacientes. Além disso,
20,5% dos pacientes tinham histérico de tratamento para sifilis e 13,7% para
tuberculose (forma ndo disseminada), doencas n&o classificadas como

definidoras de AIDS.
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Tabela 7- Distribuicdo de 240 pacientes vivendo com HIV/aids
acompanhados no Instituto de Infectologia Emilio Ribas
(abril/2015 a mar¢o/2016) em relacdo a presenca de infeccdes
oportunistas prévias e propor¢cdo de pacientes que tiveram mais
de uma infeccdo oportunista relatada, em relagcdo ao total de

pacientes
Categoria N %
Pelo menos uma IO prévia 53 22,1
Nenhuma 10 prévia 187 77,9
Mais de uma IO prévia 14 5,8

Com referéncia aos meétodos laboratoriais, todos os 240 pacientes
foram submetidos aos seguintes métodos: ELISA L. major-like, ELISA
Leptomonas, ELISA rK39, ELISA rK28, RIFI, DAT, PCR kDNA, PCR ITS-1.

Para ELISA L. major-like, 60 amostras (25%) foram reagentes; para
ELISA Leptomonas, nove amostras (3,75%) foram reagentes; para ELISA rK39,
trés amostras (1,3%) foram reagentes; para ELISA rK28, seis amostras (2,5%)
foram reagentes; para RIFI, 11 amostras foram reagentes (4,6%); para DAT,
nenhuma amostra (0,0%) foi reagente; para PCR KkDNA, quatro amostras
(1,7%) foram positivas; para PCR ITS-1, 10 amostras (4,8%) foram positivas.
As frequéncias obtidas com cada teste e seus respectivos intervalos de
confianca estdo apresentados na Tabela 8. Presenca de pelo menos um teste

diagndstico positivo foi observada em 83 pacientes (34,6%).
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Tabela 8-  Distribuicdo dos pacientes vivendo com HIV/aids acompanhados
no Instituto de Infectologia Emilio Ribas (abril/2015 a mar¢o/2016)
em relacdo a positividade dos métodos diagndsticos de

leishmaniose

Total 95%IC

n (%)
ELISA L. major-like 60 (25,0) 19,9-30,8
ELISA Leptomonas 9 (3,8) 20-7,0
ELISA rK39 3(1,3) 0,4-3,6
ELISA rk28 6 (2,5) 1,2-53
IFAT 11 (4,6) 2,6 -8,0
DAT 0 (0,0) -
PCR kDNA 4 (1,7) 0,6-4,2
PCRITS-1 10 (4,2) 23-75
Pelo menos um teste 83 (34,6) 28,6 — 40,8

positivo

N = Numero; IC= Intervalo de confianca

5.2 ELISA L. major-like

Os dados referentes aos resultados de ELISA L. major-like foram
separados em dois grupos (ELISA L.major-like reagente e ELISA L.major-like
nao-reagente) e estdo apresentados na tabela 9. N&o houve diferenca
estatistica em relacdo as seguintes variaveis analisadas: faixa etaria, proporcéo
por género nos dois grupos, epidemiologia para LV, tempo de diagnostico da
infeccdo pelo HIV, uso de inibidor de protease, doencas oportunistas prévias,
diagnostico prévio ou atual de tuberculose (Tabela 9). Em relacdo as
caracteristicas clinicas apresentadas pelos pacientes no momento da incluséo,
a presenca de comorbidades, presenca de sintomas compativeis com LV,
presenca de alguma intercorréncia clinica no momento da inclusdo e presenca
de anemia, leucopenia ou plaquetopenia também ndo mostraram associacées

com a positividade deste teste soroldgico.
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A variavel “contagem de linfocitos T CD4+” foi categorizada em valores
abaixo de 200 células/mm?3 e valores maiores ou iguais a 200 células/mm3.
Para essa comparacao, observou-se menor proporcao de pacientes com testes
sorolégicos reagentes entre os que tinham contagem de linfécitos T CD4+
maior ou igual a 200 células/mms3, do que naqueles que tinham contagem de
linfécitos T CD4 + menor que 200 células/mm3 (p = 0,013) (Grafico 9).

O uso regular ou irregular de TARV também foi avaliado. Observou-se
maior proporcao de pacientes com esses testes soroldgicos positivos entre 0s
gue ndo usavam TARV de forma regular, do que naqueles que usavam TARV
de forma regular (p = 0,009) (Grafico 10). Ndo houve associagao entre o uso de
inibidor de protease no esquema antirretroviral e a positividade deste teste

sorologico.

Tabela 9- Caracteristicas associadas a reatividade do teste ELISA L. major-
like em 240 pessoas vivendo com HIV/aids atendidos no Instituto
de Infectologia Emilio Ribas (abril de 2015 a marco de 2016)

ELISA L. major-like

p OR IC(95%)
Nao
Reagente reagente

Idade, média 47,0 45,9 0,455*
Sexo, n

0,47 -
Masculino 42 130 0,741** 0,90 1,70
Feminino 18 50
Epidemiologia para LV, n

0,41 -
Sim 20 72 0,358** 0,75 1,39
Nao 40 108
Tempo de diagnéstico da infecgdao pelo HIV
(anos), mediana 12,0 15,0 0,153***
Contagem de linfécitos T CD4+ (células/mm3),
média 525,3 582,8 0,222*

Continua
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Tabela9- Caracteristicas associadas a reatividade do teste ELISA L. major-
like em 240 pessoas vivendo com HIV/aids atendidos no Instituto
de Infectologia Emilio Ribas (abril de 2015 a mar¢co de 2016)

(Continuacéao)
ELISA L. major-like
p OR IC (95%)
Nao
Reagente reagente

Contagem de linfécitos T CD4+ (células/mm3), n

1,21 -
<200 12 15 0,013** 2,75 6,27
2200 48 165
Uso regular de TARV, n

0.31-
Sim 47 164 0,009** 0,35 0.80
Nao 13 16
Uso de inibidor de protease, n

0,68 -
Sim 32 87 0,502** 1,22 2,19
N3o 28 93
Presenca de infecgdao oportunista prévia, n

0,41 -
Sim 12 41 0,653** 0,85 1,75
Nao 48 139
Diagndstico de tuberculose atual, n

0,37 -
Sim 3 6 0,695**** 153 6,30
Néo 57 174
Diagndstico de tuberculose prévio, n

0,71-
Sim 12 29 0,488** 1,3 2,07
Nao 48 151
Presenca de comorbidades, n

0,50 -
Sim 26 83 0,708** 0,89 1,61
Nao 34 97
Sintomas compativeis com LV no momento da inclusdo, n

0,40 -
Sim 5 13 0,780**** 1,17 3,42
Nao 55 167
Intercorréncia clinica em tratamento no momento da inclusdo, n

0,78 -
Sim 10 18 0,164** 1,8 4,15
Nao 50 162
Presenca de anemia e/ou leucopenia e/ou plaquetopenia, n

0,78 -
Sim 18 40 0,223** 1,5 2,89

Nao 42 140

OR = Odds Ratio; IC = Intervalo de confianca; n=nimero; * Teste t de Student; ** Chi-quadrado;
***Mann Whitney; ****Teste exato de Fisher
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Grafico 9- Distribuicdo de 240 pacientes vivendo com HIV/aids atendidos no
Instituto de Infectologia Emilio Ribas (abril/2015 a marg¢o/2016),
categorizados pela reatividade de ELISA L. major-like e valor de
contagem de linfocitos T CD4+ (células/mm?)

100,0%
80,0%
60,0%
40,0%
20,0% -
0.0% Cd4<200 Cd4 =200
B Reagente 44,4% 22,5%
Ndo reagente 55,6% 77,5%

Teste Qui-quadrado. p=0,013

Grafico 10- Distribuicdo de 240 pacientes vivendo com HIV/aids atendidos no
Instituto de Infectologia Emilio Ribas (abril/2015 a mar¢o/2016),
categorizados pela reatividade de ELISA L. major-like e uso de
terapia antirretroviral

100,0%
80,0%
60,0%

40,0%
‘o 1N

0.0% Usoi lar d
soirregular de
Uso regular de TARV TARV
B Reagente 22,3% 44,8%
Ndo reagente 77,7% 55,2%

Teste Qui-quadrado. p=0,009

5.3 ELISA Leptomonas

Os dados referentes aos resultados de ELISA Leptomonas foram

separados em dois grupos (ELISA Leptomonas reagente e ELISA Leptomonas
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nao-reagente) e estdo apresentados na Tabela 10. Nao houve diferenca
estatistica em relagdo as seguintes variaveis analisadas: faixa etéria, proporcao
por género nos dois grupos, epidemiologia para LV, tempo de diagndstico da
infeccéo pelo HIV, uso regular de TARV, uso de inibidor de protease, doencas
oportunistas prévias, diagnéstico prévio ou atual de tuberculose. Em relacéo as
caracteristicas clinicas apresentadas pelos pacientes no momento da incluséo,
a presenca de comorbidades, presenca de sintomas compativeis com LV,
presenca de alguma intercorréncia clinica no momento da incluséo e presenca
de anemia, leucopenia ou plaquetopenia também ndo mostraram associacoes
com a positividade deste teste soroldgico.

Comparando-se os valores continuos de contagem de linfocitos T
CD4+ (em células/mm3) nos dois grupos, observou-se mediana mais baixa
nagueles pacientes com esse teste soroldgico reagente (347,0), quando
comparados aqueles com ELISA Leptomonas nao reagente, cuja mediana foi
de 564,0, com significAncia estatistica (p = 0,033) (Grafico 11). A variavel
“‘contagem de linfécitos T CD4+” foi categorizada em valores abaixo de 200
células/mm3 e valores maiores ou iguais a 200 células/mms3. Também em
relacdo a esta comparagdo, observou-se menor propor¢cao de pacientes com
testes sorologicos reagentes entre 0s que tinham contagem de linfécitos T
CD4+ maior ou igual a 200 células/mm3, do que naqueles que tinham
contagem de linfécitos T CD4 + menor que 200 células/mm® (p = 0,011)

(Gréfico 12).
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Tabela 10- Caracteristicas associadas a reatividade do teste ELISA
Leptomonas em 240 pessoas vivendo com HIV/aids
acompanhadas no Instituto de Infectologia Emilio Ribas (abril de
2015 a margo de 2016)

ELISA Leptomonas
e p OR IC (95%)
reagent
Reagente e
Idade, média
50,67 46,01 0,168*

Sexo, n

Masculino 7 165 1,000** 1,40 0,28 - 6.92

Feminino 2 66

Epidemiologia para LV, n

Sim 5 87 0,310** 2,07 0,54 - 7,95

Nao 4 144

Tempo de

diagndstico da

infecgao pelo HIV 0,862**

(anos), mediana 12 15 *

Contagem de

linfocitos T CD4+

(células/mm3), 0,033**

mediana 347 564 *

Contagem de linfocitos T CD4+ (células/mm3), n

<200 4 23 0,011** 7,24 1,81 - 28,87

>200 5 208

Uso regular de TARV, n

Sim 6 205 0,081** 0,25 0,06 - 1,08

Néo 3 26

Uso de inibidor de protease, n

Sim 3 116 0,500** 0,50 0,12-2,03

Nao 6 115

Presenca de infec¢do oportunista prévia, n

Sim 3 38 0,185** 0,43 0,05-3,52

Néo 6 193

Diagndstico de tuberculose atual, n

Sim 1 8 0,295** 3,48 0,39-31,31

Nao 8 223

Diagndstico de tuberculose prévio, n

Sim 3 38 0,185** 2,54 0,61-10,60

Nao 6 193

Continua



Resultados 53

Tabela 10- Caracteristicas associadas a reatividade do teste ELISA
Leptomonas em 240 pessoas vivendo com HIV/aids
acompanhadas no Instituto de Infectologia Emilio Ribas (abril de
2015 a marco de 2016) (Continuacgéo)

ELISA Leptomonas
Nao p OR IC (95%)
Reagente reagente
Presenca de comorbidades, n
Sim 2 107 0,188**
Nao 7 124
Sintomas compativeis com LV no momento da inclusido, n
Sim 1 17 0,510** 1,57 0,19-13,34
Nao 8 214
Intercorréncia clinica em tratamento no momento da inclusido, n
Sim 3 25 0,074%** 4,12 0,97 - 17,51
Nao 6 206

Presenca de anemia e/ou leucopenia e/ou plaquetopenia, n
Sim 4 54 0,225** 2,62 0,68 -10,11
Ndo 5 177

OR = Odds Ratio; IC = Intervalo de confianga; n = nimero * Teste t de Student; ** Teste exato de Fisher;
***Mann Whitney

Grafico 11- Boxplot da distribuicdo dos valores de contagem de linfocitos T
CD4+ dos 240 pacientes vivendo com HIV/aids acompanhados no
Instituto de Infectologia Emilio Ribas (abril/2015 a marco de
2016), em relacéo a reatividade para ELISA Leptomonas
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Teste de Mann Whitney aplicado. p= 0,033.
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Gréafico 12 - DistribuicAo de 240 pacientes vivendo com HIV/aids
acompanhados no Instituto de Infectologia Emilio Ribas
(abril/2015 a margco de 2016), categorizados pela reatividade de
ELISA Leptomonas e valor de contagem de linfécitos T CD4+
(células/mmg).
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Nao reagente 85,2% 97,7%

Teste exato de Fisher aplicado. p=0,011.

5.4 ELISA rK39

Os dados referentes aos resultados de ELISA rK39 foram separados
em dois grupos (ELISA rK39 reagente e ELISA rK39 ndo-reagente) e
analisados segundo as variaveis clinicas, laboratoriais e epidemioldgicas
(Tabela 11). Nao houve diferenca estatistica em relacdo qualquer uma das
variaveis analisadas: faixa etéria, proporcdo por género nos dois grupos,
epidemiologia para LV, tempo de diagndstico da infeccdo pelo HIV, contagem
de linfécitos T CD4+, uso regular de TARV, uso de inibidor de protease,
doencas oportunistas prévias, diagnéstico prévio ou atual de tuberculose. Em
relacdo as caracteristicas clinicas apresentadas pelos pacientes no momento
da inclusdo, a presenca de comorbidades, presenca de sintomas compativeis

com LV, presenca de alguma intercorréncia clinica no momento da inclusao e
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presenca de anemia, leucopenia ou plaquetopenia também ndo mostraram
associacdes com a positividade deste teste sorologico.
Tabela 11- Caracteristicas associadas a reatividade do teste ELISA rK39 em

240 pessoas vivendo com HIV/aids acompanhadas no Instituto de
Infectologia Emilio Ribas (abril de 2015 a marco de 2016).

ELISA rK39
Nao p OR IC (95%)
Reagente reagente
Idade, mediana 51,00 46,00 0,189* - _
Sexo, n
Masculino 2 171 1,000** 0,77 0,07 - 8,66
Feminino 1 66
Epidemiologia para LV, n
Sim 1 91 1,000** 0,80 0,07 - 8,98
Nao 2 146
Tempo de
diagndstico da
infecgao pelo HIV
(anos), mediana 18,00 14,00 0,169* _ _
Contagem de
linfocitos T CD4+
(células/mm3),
mediana 426,0 539,5 0,779**
Contagem de linfocitos T CD4+ (células/mm3), n
<200 0 27 1,000** _ _
>200 3 210
Uso regular de TARV, n
Sim 3 208 1,000** _ _
Nio 0 29
Uso de inibidor de protease, n
Sim 2 117 0,620** 2,05 0,18 -22,94
Nao 1 120
Presenca de infec¢do oportunista prévia, n
Sim 1 52 0,529** 1,78 0,16 - 20,02
Nio 2 185
Diagndstico de tuberculose atual, n
Sim 0 9 1,000** _ _
Nio 3 228
Diagndstico de tuberculose prévio, n
Sim 0 41 1,000** _ _
Nio 3 196

Continua
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Tabela 11- Caracteristicas associadas a reatividade do teste ELISA rK39 em
240 pessoas vivendo com HIV/aids acompanhadas no Instituto de
Infectologia Emilio Ribas (abril de 2015 a margo de 2016).

(Continuacgéao)
ELISA rK39
Nao p OR IC (95%)

Reagente reagente
Presenca de comorbidades, n
Sim 1 129 0,595** 0,42 0,04 - 4,68
Nao 2 108
Sintomas compativeis com LV no momento da inclusao, n
Sim 0 18 1,000** _ _
Nao 3 219
Intercorréncia clinica em tratamento no momento da inclusido, n
Sim 0 28 1,000** _ _
Nao 3 209
Presenca de anemia e/ou leucopenia e/ou plaquetopenia, n
Sim 0 58 1,000** _ _
Nao 3 179

OR = Odds Ratio; IC = Intervalo de confianga; n= numero; * Mann Whitney; ** Teste exato de Fisher

5.5 ELISA rK28

Os dados referentes aos resultados de ELISA rK28 foram separados
em dois grupos (ELISA rK28 reagente e ELISA rK28 ndo-reagente) e
analisados segundo as variaveis clinicas, laboratoriais e epidemioldgicas
(Tabela 12). Nao houve diferenca estatistica em relacdo qualquer uma das
variaveis analisadas: faixa etaria, proporcdo por género nos dois grupos,
epidemiologia para LV, tempo de diagnostico da infeccdo pelo HIV, contagem
de linfécitos T CD4+, uso regular de TARV, uso de inibidor de protease,
doencas oportunistas prévias, diagnéstico prévio ou atual de tuberculose. Em
relacdo as caracteristicas clinicas apresentadas pelos pacientes no momento

da incluséo, a presenca de comorbidades, presenca de sintomas compativeis
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com LV, presenca de alguma intercorréncia clinica no momento da inclusdo e
presenca de anemia, leucopenia ou plaquetopenia também ndo mostraram

associacdes com a positividade deste teste sorologico.

Tabela 12- Caracteristicas associadas a reatividade do teste ELISA rK28 em
240 pessoas vivendo com HIV/aids acompanhadas no Instituto de
Infectologia Emilio Ribas (abril de 2015 a marco de 2016).

ELISA rK28
N3o p OR IC (95%)
Reagente reagente
Idade, mediana 52,00 46,00 0,151* - _
Sexo, n
Masculino 4 168 0,677** 0,79 0,14 -4,40
Feminino 2 66
Epidemiologia para LV, n
Sim 3 89 0,678** 1,63 0,32-8,25
N3o 3 145
Tempo de
diagndstico da
infecgao pelo HIV
(anos), mediana 15,00 15,00 0,759* _
Contagem de
linfocitos T CD4+
(células/mm3),
mediana 615,0 603,0 0,737%* _
Contagem de linfécitos T CD4+ (células/mm?3), n
<200 2 25 0,138** 4,18 0,73 -24,00
2200 4 209
Uso regular de TARV, n
Sim 4 207 0,156** 0,26 0,05-1,49
Nao 2 27
Uso de inibidor de protease, n
Sim 3 116 1,000** 1,02 0,20-5,15
Nao 3 118
Presenca de infec¢do oportunista prévia, n
Sim 1 52 1,000** 0,70 0,07-6,13
Nao 5 182
Diagndstico de tuberculose atual, n
Sim 1 8 0,207** 5,65 0,59 - 54,17
Nao 5 226

Continua
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Tabela 12- Caracteristicas associadas a reatividade do teste ELISA rkK28 em
240 pessoas vivendo com HIV/aids acompanhadas no Instituto de
Infectologia Emilio Ribas (abril de 2015 a margo de 2016).

(Continuacgéao)
ELISA rK28
Nao p OR IC (95%)

Reagente reagente
Diagndstico de tuberculose prévio, n
Sim 2 39 0,273** 2,50 0,44 -14,13
Nao 4 195
Presenca de comorbidades, n
Sim 3 106 1,000** 1,21 0,24-6,11
Nao 3 128
Sintomas compativeis com LV no momento da inclusao, n
Sim 0 18  1,000* _ _
Nao 6 216
Intercorréncia clinica em tratamento no momento da inclusdo, n
Sim 1 27 0,53** 1,533 0,17 - 13,63
Nao 5 207
Presenca de anemia e/ou leucopenia e/ou plaquetopenia, n
Sim 2 56 0,634%** 1,59 0,28 -8,91
Néo 4 178

OR = Odds Ratio; IC = Intervalo de confianga; n= numero; * Mann Whitney; ** Teste exato de Fisher

5.6 Reacdo de imunofluorescéncia indireta

Os dados referentes aos resultados de RIFI foram separados em dois
grupos (RIFI reagente e RIFI ndo-reagente) e analisados segundo as variaveis
clinicas, laboratoriais e epidemiolégicas (Tabela 13). Ndo houve diferenca
estatistica em relacdo qualquer as seguintes variaveis analisadas: faixa etaria,
proporcdo por género nos dois grupos, epidemiologia para LV, tempo de
diagnostico da infeccdo pelo HIV, uso regular de TARV, uso de inibidor de
protease, doencas oportunistas prévias, diagndstico atual de tuberculose. Em

relacdo as caracteristicas clinicas apresentadas pelos pacientes no momento
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da incluséo, a presenca de comorbidades, presenca de sintomas compativeis
com LV, presenca de alguma intercorréncia clinica no momento da inclusdo e
presenca de anemia, leucopenia ou plaquetopenia também ndo mostraram
associacdes com a positividade deste teste soroldgico. A variavel “contagem de
linfocitos T CD4+” foi categorizada em valores abaixo de 200 células/mm?3 e
valores maiores ou iguais a 200 células/mm3. Em relacdo a esta comparacao,
observou-se menor proporcao de pacientes com testes sorolégicos reagentes
entre os que tinham contagem de linfécitos T CD4+ maior ou igual a 200
células/mm3, do que naqueles que tinham contagem de linfocitos T CD4 +
menor que 200 células/mm?® (p = 0,004) (Gréafico 13). Também se observou
maior proporcéo de testes reagentes naqueles pacientes com histéria prévia de

tuberculose (p = 0,024). (Gréfico 14).
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Tabela 13- Caracteristicas associadas a reatividade do teste RIFI em 240
pessoas vivendo com HIV/aids acompanhadas no Instituto de
Infectologia Emilio Ribas (abril de 2015 a mar¢o de 2016)

RIFI
Nao p OR IC (95%)
Reagente reagente
Idade, média 45,18 46,58 0,649* _
Sexo, n
Masculino 8 164 1,000** 1,06 0,28-4,11
Feminino 3 65
Epidemiologia para LV, n
Sim 5 87 0,753** 1,36 0,40 - 4,59
Nao 6 142

Tempo de diagndstico
da infeccao pelo HIV
(anos), mediana 17,00 14,00 0,199***

Contagem de linfdcitos
T CD4+ (células/mm3),

mediana 415,0 554,0 0,170*** _
Contagem de linfécitos T CD4+ (células/mm?3)

<200 5 22 0,004** 7,84 2,21-27,81
>200 6 207

Uso regular de TARV, n

Sim 8 203 0,134** 0,34 0,09 -1,37
Nao 3 26

Uso de inibidor de protease, n

Sim 3 116 0,216** 0,37 0,10-1,41
Nao 8 113

Presenca de infec¢do oportunista prévia, n

Sim 2 51 1,000** 0,78 0,16 - 3,71
Nao 9 178

Diagndstico de tuberculose atual, n

Sim 1 8 0,349** 2,76 0,31-24,29
Nao 10 221

Diagndstico de tuberculose prévio, n

Sim 5 36 0,024** 4,47 1,29 -15,43
Nao 6 193

Presenca de comorbidades, n

Sim 6 125 1,000** 1,00 0,30- 3,37
Nao 5 104

Sintomas compativeis com LV no momento da inclusdo, n

Sim 2 16 0,195** 2,96 0,59 - 14,87
Nao 9 213

Intercorréncia clinica em tratamento no momento da inclusdo, n

Sim 3 25 0,124%** 3,06 0,76 -12,29
Nao 8 204

Presenca de anemia e/ou leucopenia e/ou plaquetopenia, n

Sim 3 55 0,730** 1,19 0,30-4,63
Nao 8 174

OR = Odds Ratio; IC = Intervalo de confianga; n= nimero; * Teste t de Student; ** Teste exato de Fisher; ***Mann Whitney
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Gréafico 13- Distribuicdo de 240 pacientes vivendo com HIV/aids atendidos no
Instituto de Infectologia Emilio Ribas (abril/2015 a marg¢o/2016),
categorizados pela reatividade de RIFI e valor de contagem de
linfécitos T CD4+ (células/mm3)
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20,0%

oo R —

Cd4<200 Cd4 =200
H Reagente 18,5% 2,8%
Ndo reagente 81,5% 97,2%
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*Teste exato de Fisher aplicado. p=0,004.

Grafico 14 - Distribuicdo de 240 pacientes vivendo com HIV/aids atendidos no
Instituto de Infectologia Emilio Ribas (abril/2015 a marco/2016),
categorizados pela reatividade de RIFI e presenca de histérico de
tuberculose
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X 80,0%
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2
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N3o reagente 87,8% 97,0%

Teste exato de Fisher aplicado. p=0,024
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5.7 Teste de aglutinacao direta — DAT

Nenhum individuo apresentou DAT reagente nas amostras testadas.
Os titulos variaram de 1:50 a 1:800, sendo 20 amostras com titulo 1:50, 151
com titulo 1:100, 58 com titulo 1:200, 10 com titulo 1:400 e uma com titulo

1:800.

5.8 Reacdo em cadeia da polimerase — alvo kDNA (PCR k-DNA)

Os dados referentes aos resultados de PCR kDNA foram separados
em dois grupos (PCR kDNA positivo e PCR kDNA negativo) e analisados
segundo as variaveis clinicas, laboratoriais e epidemioldgicas (Tabela 14). A
Figura 3 mostra a foto da PCR em que uma das amostras foi positiva (amostra

037).

Figura 3-  Eletroforese em Gel de agarose 1% com os produtos amplificados
do minicirculo do KDNA com 720pb. pb: peso molecular (100 pb);
034 a 049: amostras de pacientes; (-): controle negativo; (+):
controle positivo: DNA de promastigota de Leishmania (L.)
infantum chagasi.
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N&o houve diferenca estatistica em relacdo a qualquer uma das
varidveis analisadas: faixa etaria, propor¢cdo por género nos dois grupos,
epidemiologia para LV, tempo de diagnéstico da infeccdo pelo HIV, contagem
de linfécitos T CD4+, uso regular de TARV, uso de inibidor de protease,
doencas oportunistas prévias, diagnéstico prévio ou atual de tuberculose. Em
relacdo as caracteristicas clinicas apresentadas pelos pacientes no momento
da incluséo, a presenca de comorbidades, presenca de sintomas compativeis
com LV, presenca de alguma intercorréncia clinica no momento da incluséo e
presenca de anemia, leucopenia ou plaquetopenia também ndo mostraram

associacdes com a positividade deste teste soroldgico.

Tabela 14- Caracteristicas associadas a positividade da PCR k-DNA em 240
pessoas vivendo com HIV/aids acompanhadas no Instituto de
Infectologia Emilio Ribas (abril de 2015 a marco de 2016)

kDNA PCR 0

Positivo Negativo P OR TE R,
Idade, mediana 41,00 46,00 0,383* _
Sexo, n
Masculino 3 169 1,000** 1,19 0,12-11,64
Feminino 1 67
Epidemiologia para LV, n
Sim 2 20 0,639** 1,62 0,22 - 11,73
Néo 2 146
Tempo de
diagndstico da
infecgao pelo HIV
(anos), mediana 16,50 15,00 0,396* _ _
Contagem de
linfocitos T CD4+
(células/mm3),
mediana 668,5 541,5 0,749* _ _
Contagem de linfécitos T CD4+ (células/mm?3), n
<200 0 27 1,000* _ _
>200 4 209
Uso regular de TARV, n
Sim 3 208 0,405** 0,40 0,04 - 4,20
Nao 1 28

Continua
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Tabela 14- Caracteristicas associadas a positividade da PCR k-DNA em 240
pessoas vivendo com HIV/aids acompanhadas no Instituto de
Infectologia Emilio Ribas (abril de 2015 a marco de 2016)

(Continuacéao)
kDNA PCR
— - OR IC (95%)
Positivo Negativo
Uso de inibidor de protease, n
Sim 3 116 0,368** 3,10 0,32 -30,28
Nao 1 120
Presenca de infeccao oportunista prévia, n
Sim 1 52 1,000%* 1,18 0,12 - 11,58
Nao 3 184
Diagndstico de tuberculose atual, n
Sim 0 9 1,000** _ _
Nao 4 227
Diagndstico de tuberculose prévio, n
Sim 1 40 0,530** 1,63 0,17 - 16,12
Ndo 3 196
Presenca de comorbidades, n
Sim 2 107 1,000** 1,21 0,18-8,71
Nao 2 129
Sintomas compativeis com LV no momento da inclusido, n
Sim 0 18 1,000** _ _
Ndo 4 218
Intercorréncia clinica em tratamento no momento da inclusido, n
Sim 0 28 1,000** _ _
Ndo 4 208
Presenca de anemia e/ou leucopenia e/ou plaquetopenia, n
Sim 0 58 0,575** _ _
Ndo 4 178

OR = Odds Ratio; IC = Intervalo de confianga; n= nimero; * Mann Whitney; ** Teste exato de Fisher

5.9 Reacdo em cadeia da polimerase — ITS-1(PCR ITS-1)

Os dados referentes aos resultados de PCR ITS-1 foram separados em

dois grupos (PCR ITS-1 positivo e PCR ITS-1 negativo) e analisados segundo

as variaveis clinicas, laboratoriais e epidemiolégicas (Tabela 15). A Figura 4

mostra a foto da PCR em que uma das amostras foi positiva (amostra 171).
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N&o houve diferenca estatistica em relagdo a qualquer uma das
varidveis analisadas: faixa etéria, propor¢cdo por género nos dois grupos,
epidemiologia para LV, tempo de diagnéstico da infeccédo pelo HIV, contagem
de linfécitos T CD4+, uso regular de TARV, uso de inibidor de protease,
doencas oportunistas prévias, diagnoéstico prévio ou atual de tuberculose. Em
relacdo as caracteristicas clinicas apresentadas pelos pacientes no momento
da incluséo, a presenca de comorbidades, presenca de sintomas compativeis
com LV, presenca de alguma intercorréncia clinica no momento da inclusdo e
presenca de anemia, leucopenia ou plaquetopenia também ndo mostraram

associacdes com a positividade deste teste soroldgico.

Tabela 15 - Caracteristicas associadas a positividade da PCR ITS-1 em 240
pessoas vivendo com HIV/aids acompanhadas no Instituto de
Infectologia Emilio Ribas (abril de 2015 a marco de 2016)

ITS-1 PCR
OR IC (95%)
Positivo Negativo

Idade, mediana 46,50 46,00 0,872*
Sexo, n
Masculino 10 162 0,066**
Feminino 0 68
Epidemiologia para LV, n

0,17 -
Sim 3 89 0,745** 0,68 2,70
Nao 7 141
Tempo de diagndstico da infec¢do pelo HIV (anos),
mediana 9,50 15,00 0,407** _
Contagem de linfécitos T CD4+ (células/mm3),
média 659,4 564,5 0,352%**
Contagem de linfécitos T CD4+ (células/mm3)
<200 0 27 0,608** _
>200 10 203
Uso regular de TARV, n

0,15 -
Sim 9 202 1,000** 1,25 10,23
Nao 1 28

Continua
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Tabela 15 - Caracteristicas associadas a positividade da PCR ITS-1 em 240
pessoas vivendo com HIV/aids acompanhadas no Instituto de
Infectologia Emilio Ribas (abril de 2015 a marco de 2016)
(Continuacéao)

ITS-1 PCR
Positivo Negativo

OR IC (95%)

Uso de inibidor de protease, n

0,18 -
Sim 4 115 0,749** 0,67 2,43
Nao 6 115
Presenca de infec¢do oportunista prévia, n

0,05 -
Sim 1 52 0,696** 0,38 3,07
Nao 9 178
Diagndstico de tuberculose atual, n
Sim 0 9 1,000** _ _
Nao 10 221
Diagndstico de tuberculose prévio, n

0,01 -
Sim 0 41 0,219** 0,22 3,79
Nao 10 189
Presenca de comorbidades, n

0,22 -
Sim 4 104 1,000** 0,81 2,94
Nao 6 126
Sintomas compativeis com LV no momento da inclusido, n

0,17 to
Sim 1 17 0,549** 1,39 11,65
Nio 9 213
Intercorréncia clinica em tratamento no momento da inclusdo, n

0,02 -
Sim 0 28 0,611** 0,338** 5,94
Nio 10 202
Presenca de anemia e/ou leucopenia e/ou plaquetopenia, n

0.01-
Sim 0 58 0,124** 0,14 2,435

Nado 10 172

OR = Odds Ratio; IC = Intervalo de confianga; * Mann Whitney; ** Teste exato de Fisher; *** Teste t de Student



Resultados 67

M 165 170 171 173 174 175

76 178 179 180 181 182 183 184 185 CP CN

Figura 4-  Eletroforese em Gel de agarose 2% com os produtos amplificados
do ITS-1 com 300-350pb. M: peso molecular (100 pb); Amostras
169, 170, 171, 173, 174, 175, 176, 178, 179, 180, 181, 182, 184,
185. CP: controle positivo (DNA de promastigota de Leishmania
(Leishmania) infantum); CN: controle negativo.

5.10 Concordéancia entre os testes diagnoésticos

A comparacdo entre os testes demonstrou baixa concordancia de
acordo com o indice Kappa. A concordancia foi considerada “nenhuma” ou
‘ruim” (kappa < 0,2) para as comparacfes entre todos os testes diagnosticos,
exceto para comparacdo entre ELISA Leptomonas e RIFI (concordancia
moderada — kappa = 0,479). Nenhum paciente apresentou todos os testes
diagnosticos positivos e 64 pacientes tinham apenas um teste diagndstico
positivo. Dos 60 pacientes com ELISA L. major-like reagentes, trés
apresentavam também RIFI e ELISA Leptomonas positivas, um apresentava
ELISA rK28 e PCR KkDNA positivas e um paciente apresentava RIFI, ELISA
Leptomonas e PCR ITS-1 positivas. Este Gltimo ndo apresentava sintomas
sugestivos de LV e era proveniente de area de transmissdo de LV. Dentre os

pacientes com ELISA L. major-like negativa, trés apresentavam RIFI positiva e
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um apresentava RIFI e ELISA Leptomonas positiva. Os demais pacientes com
algum teste positivo apresentavam somente um ou dois testes positivos. As
tabelas 16, 17, 18, 19, 20 e 21 mostram as concordancias segundo cada

comparacao realizada.

Tabela 16- Concordancia entre os testes diagnésticos realizados nas 240
pessoas vivendo com HIV/aids acompanhadas no Instituto de
Infectologia Emilio Ribas (abril de 2015 a marco de 2016): ELISA
L. major-like em relagdo a ELISA Leptomonas, ELISA rK39,
ELISA rK28, RIFI, PCR KDNA, PCR ITS-1

ELISA Leptomonas
Técnicas Positivo (n) Negativo (n) Total (n) Kappa
ELISA L. major-like
Positivo (n) 5 55 60 0,085
Negativo (n) 4 176 180
Total (n) 9 231
ELISA rK39
Positivo (n) Negativo (n)
Positivo (n) 1 59 60 0,008
Negativo (n) 2 178 180
Total (n) 3 237
ELISA rk28
Positivo (n) Negativo (n)
Positivo (n) 57 60 0,048
Negativo (n) 3 177 180
Total (n) 6 234
Positivo (n) Negativo (n)
Positivo (n) 7 53 60 0,130
Negativo (n) 4 176 180
Total (n) 11 229
PCR kDNA
Positivo (n) Negativo (n) 0,000
Positivo (n) 1 59 60
Negativo (n) 3 177 180
Total (n) 4 236
PCRITS-1
Positivo (n) Negativo (n) -0,015
Positivo (n) 2 58 60
Negativo (n) 8 172 180
Total (n) 10 230
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Tabela 17- Concordancia entre os testes diagnésticos realizados nas 240
pessoas vivendo com HIV/aids acompanhadas no Instituto de
Infectologia Emilio Ribas (abril de 2015 a marco de 2016): RIFI
em relacdo a ELISA Leptomonas, ELISA rK39, ELISA rK28, PCR
KDNA, PCR ITS-1

ELISA Leptomonas

Técnicas Positivo (n) Negativo (n) Total (n) Kappa
RIFI
Positivo (n) 5 6 11 0,478
Negativo (n) 4 225 229
Total (n) 9 231
ELISA rK39
Positivo (n) Negativo (n)  Total (n)
Positivo (n) 0 11 11 -0,020
Negativo (n) 3 226 229
Total (n) 3 237
ELISA rK28
Positivo (n) Negativo (n)  Total (n)
Positivo (n) 0 11 11 -0,033
Negativo (n) 6 223 229
Total (n) 6 234
PCR kDNA
Positivo (n) Negativo (n)  Total (n)
Positivo (n) 0 11 11 -0,025
Negativo (n) 4 225 229
Total (n) 4 236
PCR ITS-1
Positivo (n) Negativo (n)  Total (n)
Positivo (n) 1 10 11 0,054
Negativo (n) 9 220 229

Total (n) 10 230
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Tabela 18- Concordancia entre os testes diagnosticos realizados nas 240
pessoas vivendo com HIV/aids acompanhadas no Instituto de
Infectologia Emilio Ribas (abril de 2015 a marco de 2016): ELISA
Leptomonas em relacdo a ELISA rK39, ELISA rK28, PCR kDNA,

PCRITS-1
ELISA rK39
Técnicas Positivo (n) Negativo (n) Total (n) Kappa
ELISA Leptomonas
Positivo (n) 0 9 9 -0,019
Negativo (n) 3 228 231
Total (n) 3 237
ELISA rK28
Positivo (n)  Negativo (n)
Positivo (n) 0 9 9 -0,031
Negativo (n) 6 225 231
Total (n) 6 234
PCR kDNA
Positivo (n) Negativo (n)
Positivo (n) 0 9 9 -0,024
Negativo (n) 4 227 231
Total (n) 4 236
PCRITS-1
Positivo (n) Negativo (n)
Positivo (n) 1 8 9 0,068
Negativo (n) 9 222 231

Total (n) 10 230
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Tabela 19- Concordancia entre os testes diagndsticos realizados nas 240
pessoas vivendo com HIV/aids acompanhadas no Instituto de
Infectologia Emilio Ribas (abril de 2015 a marco de 2016): ELISA
rK39 em relacdo a ELISA rK28, PCR KDNA e PCR ITS-1

ELISA rK28
Técnicas Positivo (n) Negativo (n)  Total (n) Kappa
ELISA rK39
Positivo (n) 0 3 3 -0,017
Negativo (n) 6 231 237
Total (n) 6 234
PCR kDNA
Positivo (n) Negativo (n)  Total (n)
Positivo (n) 0 3 3 -0,014
Negativo (n) 4 233 237
Total (n) 4 236
PCRITS-1
Positivo (n) Negativo (n)  Total (n)
Positivo (n) 0 3 3 -0,020
Negativo (n) 10 227 237
Total (n) 10 230

Tabela 20- Concordancia entre os testes diagnosticos realizados nas 240
pessoas vivendo com HIV/aids acompanhadas no Instituto de
Infectologia Emilio Ribas (abril de 2015 a marco de 2016): ELISA
rk28 em relacdo a PCR KDNA e PCR ITS-1

PCR kDNA
Técnicas Positivo (n) Negativo (n)  Total (n) Kappa
ELISA rK28
Positivo (n) 1 5 6 0,184
Negativo (n) 3 231 234
Total (n) 4 236
PCR ITS-1
Positivo (n) Negativo (n)  Total (n)
Positivo (n) 0 6 6 -0,032
Negativo (n) 10 224 234
Total (n) 10 230
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Tabela 21- Concordancia entre os testes diagnésticos realizados nas 240
pessoas vivendo com HIV/aids acompanhadas no Instituto de
Infectologia Emilio Ribas (abril de 2015 a marco de 2016): PCR
KDNA em relag8do a PCR ITS-1

PCRITS-1
Técnicas Positivo (n) Negativo (n) Total (n) Kappa
PCR kDNA
Positivo (n) 0 3 3 -0,02
Negativo (n) 10 227 237

Total (n) 10 230




6. Discussao
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Coinfecgdo LV/HIV tem emergido como um grande desafio para o
controle de leishmaniose em todo mundo, especialmente no que se refere a
forma visceral da doencga (Alvar et al., 1997; Alvar et al., 2008; World Health
Organization, 2010). Em paises da Africa oriental, a magnitude do problema se
torna ainda maior, com estudos mostrando cerca de 38% dos pacientes com
leishmaniose visceral também acometidos pela infec¢do pelo HIV (Hurissa et
al., 2010; Van Griensven et al., 2014). No Brasil, a progressao geografica da
infeccdo pelo HIV para areas rurais e a urbanizacdo da leishmaniose ao longo
das ultimas décadas certamente contribuiu para o0 aumento da magnitude deste
problema (Nascimento et al., 2011, Lindoso et al., 2014), com necessidade de
estudos epidemiolégicos e clinicos que abordem este tema. Este estudo teve
por objetivo principal determinar a frequéncia da infeccéo por Leishmania spp.
em uma populacédo de pacientes vivendo com HIV/aids atendidos no Instituto
de Infectologia Emilio Ribas, através de testes sorologicos e moleculares.

A populacédo analisada consistiu de 240 pessoas com diagnostico de
infeccdo pelo HIV, atendidas no Instituto de Infectologia Emilio Ribas. Na
amostra avaliada, houve predominio do sexo masculino (71,6%), sendo,
portanto, uma razéao de sexos (masculino/feminino) de 2,5. Dados do Ministério
da Saude do Brasil (Boletim Epidemiologico AIDS 2015) demonstram que no
periodo de 1980 até 2003 houve um aumento na participacdo de mulheres nos
casos de aids. No Estado de S&o Paulo, em estudo publicado em 2002, Santos
e colaboradores (2002) evidenciaram um aumento expressivo no namero de
casos entre mulheres entre os anos de 1984 até 1997, com manutencao da
relacdo em torno de 2:1 até 1999 (Santos NJS, et al, 2002). No Brasil, no

periodo de 2004 a 2008, a razdo de sexos, expressa pela relacdo entre o
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ndmero de casos de aids em homens e mulheres, manteve-se em 15 casos em
homens para cada 10 casos em mulheres. No entanto, a partir de 2009,
observou-se uma redug¢do no numero de casos em mulheres e aumento no
ndamero de casos de aids em homens, sendo este dado mais marcante nas
regides Sudeste e Centro-Oeste. Em 2014, a razdo de sexos na regido
Sudeste era de 22 casos de aids em homens para 10 em mulheres (2,2)
(Boletim Epidemiologico AIDS 2015). A amostra avaliada apresenta uma
relacdo acima da média apresentada para regiio Sudeste. E importante
enfatizar que os dados do Ministério da Saude tratam de casos confirmados de
aids e nao de infeccdo pelo HIV. A amostra analisada consistiu
predominantemente de individuos assintomaticos, com mediana de contagem
de linfocitos T CD4+ de 568,4 células/mms3. Além disso, 187 (77,9%) pacientes
nao tinham historico de infecgdes oportunistas prévias. Apesar de ndo termos a
informacé&o sobre o nadir de valores de linfocitos T CD4+, € possivel que
muitos pacientes incluidos ndo tenham atingido os critérios diagnosticos de
aids durante a evolucdo da doenca e que, portanto, ndo tenham entrado na
estatistica nacional do Ministério da Saude, que na maioria dos seus
documentos considera os casos de aids e ndo de infeccédo pelo HIV para efeito
de andlise. Além disso, possivelmente cada municipio e instituicdo deve ter sua
prépria caracteristica epidemiologica, com variacdes possiveis em relacdo a
estatistica regional e nacional.

Em relacdo ao histérico de exposicdo a areas de transmissdo de
leishmaniose visceral, menos da metade dos pacientes (38,3%) apresentavam
epidemiologia para LV conforme os critérios estabelecidos neste trabalho: ter

nascido em area de transmissdo para LV ou ter morado por mais de um ano
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em municipio com registro de transmissdo da doenca, segundo dados do
Ministério da Saude. Além disso, ndo se observou relacdo entre histérico de
epidemiologia para LV e positividade de qualquer um dos testes diagnosticos
avaliados. Apesar de, no momento da incluséo, todos os pacientes terem sido
guestionados sobre os municipios de residéncia, esse tipo de abordagem tem
risco de viés importante, pois depende da memaria dos individuos convidados
a participar. Além disso, as informacdes referentes aos municipios de
transmissdo referem-se aos ultimos 15 anos e muitas cidades incluidas foram
consideradas como de transmissao autoctone pela presenca de somente um
OuU poucos casos registrados. Nao foi possivel estabelecer uma relacéo
temporal de que, no momento em que 0 paciente residiu naquela localidade,
havia transmissdo de LV, o que certamente é um fator confundidor quando se
analisa epidemiologia como fator de risco para positividade dos testes. Outras
formas de transmissao de LV em pacientes infectados pelo HIV, especialmente
uso de drogas injetaveis, tém grande importancia epidemiolégica em algumas
partes do mundo, incluindo partes da Europa, Africa, Oriente Médio, Asia e
América do Norte (Strathdee e Stockman, 2010). Garrote et al. (2004)
encontraram soroprevaléncia de 64% de anticorpos IgG anti-Leishmania
infantum entre usuarios de drogas injetaveis. Porém, a realidade nacional ndo &
a mesma, com queda progressiva da incidéncia de usuarios de drogas
injetaveis infectados pelo HIV (Boletim Epidemiologico AIDS 2015). Enquanto
na Europa Ocidental mais de 50% dos casos novos de infec¢do pelo HIV tem
vinculo epidemiolégico com uso de drogas injetaveis, dados da América Latina
e Caribe apontam para menos de 2% de transmissdo por essa via

(UNAIDS,2016). A proporcdo de usuarios de drogas injetaveis entre o0s



Discussdo 77

diagnosticados com aids vem diminuindo ao longo dos anos em todo o Brasil,
com dados atuais em torno de 3,6% (Boletim Epidemiologico AIDS 2015).
Dessa forma, pela baixa prevaléncia mesmo em individuos infectados pelo HIV,
0 uso de drogas injetaveis ndo é considerado como um forte fator
epidemioldgico de transmissdo de leishmaniose, sendo a transmisséo vetorial
provavelmente a mais importante neste contexto.

Em relagdo ao local de nascimento, 57,5% dos individuos incluidos
nasceram no Estado de Sdo Paulo. Apesar de mais da metade dos individuos
incluidos ter nascido em S&o Paulo e nédo ter epidemiologia documentada para
LV, este trabalho demonstrou alta positividade para testes diagnostico de
leishmaniose, incluindo alguns altamente especificos para leishmaniose
visceral. Segundo informacdes da Secretaria de Estado da Saude de Sé&o
Paulo (Rangel et al, 2013), até dezembro de 2012 havia registro de 105
municipios com transmissdo de LV: 70 municipios apresentaram casos
humanos e caninos autéctones, cinco municipios registram somente casos
humanos autéctones, sem deteccdo de autoctonia canina e 30 municipios
apresentam somente transmissdo canina. Ainda, a presenca do vetor
Lutzomyia longipalpis foi assinalada em 148 municipios, apontando para uma
expansao tanto no nimero de casos como no risco de transmisséo vetorial da
doenca no estado. A positividade dos métodos diagndosticos no presente
trabalho aliada a essas informacfes epidemiolégicas podem sugerir a
necessidade de reforcar as medidas de controle jA empregadas, diagnostico
precoce e prevencdo da doenca, especialmente no que se refere a individuos
infectados pelo HIV, visto que, ao longo dos anos, se observa um aumento da

area com casos autdctones de leishmaniose visceral no estado de Sao Paulo.
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Além disso, ndo se tem informacgéo de prevaléncia de infeccdo por Leishmania
na populagdo como um todo.

N&o houve também relacdo da presenca de sintomas compativeis com
o diagnéstico de LV e a positividade de qualquer um dos testes diagnosticos
incluidos. Esses sintomas, selecionados pela Organizacdo Mundial de Saude
para deteccdo de casos suspeitos de leishmaniose em éareas de risco de
transmissao, sao bastante inespecificos, podendo relacionar-se ao diagnostico
de inimeras doencgas infecciosas ou ndo, também associadas a infec¢éo pelo
HIV. Dos 18 pacientes com pelo menos um desses sintomas (febre,
esplenomegalia e o perda de peso), 17 também estdo no grupo de pacientes
gue apresentavam intercorréncia clinica diagnosticada no momento da incluséo
no estudo. Conforme relatado, a principal doenca em tratamento no momento
da inclusédo foi tuberculose (nove casos). A tuberculose pode apresentar-se
clinicamente através de diversas formas, sendo a principal delas, tanto em
pacientes imunocompetentes como naquelas infectados pelo HIV, a forma
pulmonar da doenca, que se caracteriza principalmente por febre, tosse e
perda de peso (Campbell e Bah-Sow, 2006). Além disso, pacientes com
infeccdo pelo HIV também podem apresentar formas extra-pulmonares,
podendo evoluir com hepatomegalia e esplenomegalia, sendo essa doenca um
diagnostico diferencial de LV (Shivakoti et al., 2016). As outras doencas
evidenciadas no grupo de pacientes incluidos podem também ser causa de
febre e outros sintomas também relacionados a infeccdo por Leishmania. Deste
modo, considerando a inespecificidade dos sintomas em questéo, associado ao
fato de que quase a totalidade dos pacientes com algum sintoma que poderia

ser sugestivo de LV ter o diagnostico de alguma doenca atual em tratamento, é
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provavel que a falta de associacdo entre presenca de sintomas e positividade
dos testes diagnosticos deva-se a atribuicdo desses sintomas a outras doencas
qgue ndo LV. Além disso, a infeccdo pelo HIV por si s pode estar relacionada a
sintomas como febre e perda de peso, sendo dificili a distincdo das
manifestacdes clinicas relacionadas a prépria atividade do virus ou a presenca
de doencas oportunistas.

O mesmo pode ser discutido com relacao as alteracdes laboratoriais do
hemograma. Tipicamente a leishmaniose visceral caracteriza-se pela
diminuicdo de todas as linhagens de células presentes no hemograma,
gerando um achado de pancitopenia (anemia, leucopenia e plaquetopenia)
(Pastorino et al., 2002; World Health Organization, 2010; Van Griensven e Diro,
2012). Entretanto, essas alteracbes laboratoriais, individualmente ou em
conjunto, estdo presentes em grande parte das doencas oportunistas
relacionadas ao HIV, como também podem ser consequéncia da prépria
infeccdo viral. Esses achados sdo comuns em paciente infectados pelo HIV e
anemia é a manifestacdo hematoldgica mais comum, afetando de 63 a 95%
dos individuos em diferentes cenéarios clinicos (Mijiti et al., 2015). De Santis e
colaboradores (2011), avaliando a presenca de alteracbes hematoldgicas de
701 pacientes vivendo com HIV/aids, encontraram 37,5% de pacientes
apresentando anemia, mais comum no grupo com contagem de linfocitos T
CD4+ abaixo de 200 células/mm3, mas também presente no grupo com niveis
de células TCD4+ acima de 200 células/mm3, em que esse achado laboratorial
foi constatado em 29,4% dos casos. Dessa forma, mesmo com individuos
predominantemente assintomaticos e com alta mediana de linfocitos T CD4+, é

esperado que ocorram alteracdes no hemograma atribuiveis a infeccdo pelo
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HIV, doencas associadas e efeitos adversos de alguns medicamentos da
terapia antirretroviral, como por exemplo, zidovudina (De Santis et al., 2011),
nao necessariamente correlacionando-se com positividade dos testes
diagnésticos para leishmaniose.

Em relacéo a contagem de linfécitos T CD4+, observou-se que para 0s
testes sorolégicos ELISA L.major-like, ELISA Leptomonas e RIFI, houve uma
maior positividade para o grupo de individuos com valor de linfécitos T CD4+
menor do que 200 células/mm3. Esse dado pode ser considerado, a principio,
surpreendente, tendo em vista que, conceitualmente, testes soroldgicos tem
menor sensibilidade para o diagnostico de leishmaniose visceral plenamente
manifesta em pacientes imunocomprometidos pelo HIV (Cota et al., 2012; Van
Griensven e Diro, 2012; Elmahallawy et al., 2014). Esse conceito é aplicavel a
outras doencas infecciosas, especialmente verdade no estagio avancado da
aids, em que a grave disfuncéo de linfocitos T e B desencadeia diminuicdo da
producédo de anticorpos especificos (Alvar et al., 1997). O primeiro ponto a ser
discutido € que o desempenho dos testes sorologicos foi avaliado pela maioria
dos estudos para pacientes com doenca plenamente manifesta, sendo
comparado, na maioria das vezes aos meéetodos parasitolégicos e moleculares
de diagnéstico. Neste trabalho, nenhum paciente apresentou leishmaniose
visceral confirmada e o comportamento dos testes soroldgicos neste contexto
nao esta claro na literatura, especialmente pela falta de um padrdo-ouro que
permita a comparacdo. Outro ponto importante é a especificidade dos testes
em que foi demonstrada essa associacdo. Carranza-Tamayo (2006), em
estudo avaliando 163 individuos com infeccdo pelo HIV, demonstrou

associacdo de positividade de ELISA com antigeno bruto de L. chagasi e
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intercorréncia clinica. Apesar de néo ter sido demonstrada no presente estudo
associacao entre intercorréncia clinica no momento da admisséo e algum teste
sorolégico positivo é possivel que, no contexto na infeccdo pelo HIV, outros
antigenos relativos a infec¢es latentes ou subclinicas possam ter interferido
na positividade destes testes sorolégicos. Outro ponto a ser considerado é a
variabilidade de resposta humoral ao longo da vida dos pacientes infectados
pelo HIV em resposta aos antigenos. No que se refere a infeccao por
Leishmania, a resposta sorolégica pode estar relacionada a sequéncia
temporal de aquisicdo dos agentes infecciosos (HIV e Leishmania) (Alvar et al.,
1997). Gradoni e colaboradores (1993) examinaram 0s soros de 28 pacientes
com leishmaniose visceral e HIV com relagdo a producédo de anticorpos IgG
anti-Leishmania e compararam com 35 pacientes com leishmaniose visceral
sem infeccao pelo HIV (Gradoni et al., 1993). Eles demonstraram que houve
uma menor sensibilidade do método (RIFI) em pacientes com HIV (quatro dos
28 pacientes apresentaram sorologia negativa, enquanto todos os pacientes do
grupo controle apresentaram sorologia positiva). Porém, a variabilidade de
titulos nos pacientes com HIV foi muito maior, tendo alguns pacientes com HIV
apresentado titulos muito acima daqueles do grupo controle (sem infeccéo pelo
HIV). Esses dados corroboram o conceito de que pacientes infectados pelo HIV
podem produzir resposta humoral com niveis de anticorpos superiores aos de
pacientes sem infeccdo HIV, provavelmente em resposta a antigenos
reconhecidos antes da infeccdo viral, quando era possivel desencadear uma
resposta imune adequada. Além disso, outra caracteristica da infeccdo pelo
HIV é a ativacdo inespecifica policlonal de células B, que tem como resultado

um aumento geral da producdo de IgG e que € mais evidente em estagios de
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imunodepressdo mais avancados (Alvar et al., 1997; Shen e Tomaras, 2011).
Neste estudo, ndo foi possivel estabelecer uma associacdo temporal entre o
contato com Leishmania e a aquisi¢cdo do HIV. Porém, tendo em vista que 0s
pacientes incluidos moravam em regidao sem transmissdo de leishmaniose
visceral, é mais provavel que tenham entrado em contato com Leishmania
antes da infeccdo pelo HIV, tenham tido habilidade de desencadear uma
resposta humoral e, quando estimulados novamente, tenham apresentado uma
producéo exacerbada de anticorpos, o que pode ter interferido em uma maior
positividade destes testes nos pacientes com valores de linfocitos T CD4+
menores que 200 células/mmg.

A prevaléncia da coinfecgdo Leishmania/HIV tem sido avaliada em
estudos nacionais e ao redor do mundo, com importantes diferencas a
depender do local analisado e dos métodos diagndsticos utilizados. O
diagndstico da infeccdo por Leishmania spp. em pacientes assintomaticos com
infeccéo pelo HIV € um desafio e todos os dados de desempenho dos métodos
diagnosticos referem-se a individuos com doenca plenamente manifesta. Neste
trabalho foi encontrada uma frequéncia da infeccdo por Leishmania spp. em
pacientes infectados pelo HIV de 34,6%, valor maior do que o demonstrado em
outros estudos realizados no Brasil, mas menor do que a encontrada em
estudos internacionais. Em estudo realizado na Espanha, Garrote et al. (2004)
evidenciaram uma soroprevaléncia de infeccdo por Leishmania spp. de 64%,
discrepante em relacdo aos pacientes nao infectados pelo HIV (4,9%),
provavelmente relacionada a transmissdo antroponética devido ao uso de
drogas injetaveis. Ja Pineda e colaboradores (1998) encontraram, também na

Espanha, frequéncia de 11%, analisando 291 pacientes infectados pelo HIV e
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utilizando como método aspirado de medula O6ssea. Os dados de estudos
nacionais sdo também discordantes. Em estudo realizado no Distrito Federal,
regido considerada endémica para Leishmaniose Visceral, Carranza-Tamayo et
al. (2009) avaliaram 163 individuos vivendo com HIV/aids e encontraram uma
prevaléncia de infeccao por Leishmania spp. de 16%. Em outro estudo também
realizado em area endémica no Brasil, Orsini et al. (2012) encontraram uma
frequéncia de coinfeccéao Leishmania/HIV de 20,2%.

Outro ponto a se destacar é a baixa concordancia entre os testes
avaliados. Este achado também foi demonstrado em outros estudos realizados
com pessoas assintomaticas, tanto infectadas pelo HIV, como
imunocompetentes (Costa et al., 2002; De Gouvea Viana et al., 2008). Em
estudo realizado em area urbana com transmissao de LV, Viana et al (2008),
avaliando 138 pessoas assintomaticas por meio de testes sorolégicos e PCR,
demonstraram que uma parte dos individuos com testes sorologicos positivos
apresentavam PCR negativa, bem como, havia discrepancia da positividade
dos testes soroldgicos entre si. Nos trabalhos incluindo pacientes com infeccéo
pelo HIV realizados no Brasil, também foi evidenciada baixa concordancia entre
0s métodos empregados (Carranza-Tamayo et al., 2009; Orsini et al., 2012). E
possivel que essas discrepancias sejam explicadas pela historia natural da
infeccdo em humanos. O parasito pode ser encontrado em sangue periférico
em um momento definido, seguido de uma resposta imune mediada por
linfocitos T e com producdo de anticorpos. Uma vez que esses fendmenos
biolégicos sdo continuos, os individuos podem ser examinados em qualquer
fase. Além disso, € possivel que nessa populacdo de individuos

assintomaticos, existam baixos niveis de anticorpos circulantes, que podem ser
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detectados por um ensaio e por outro ndo, tendo em vista a variedade de
antigenos utilizada (Moreno et al., 2006; De Gouvea Viana et al., 2008).
Considerando os estudos nacionais, este trabalho encontrou uma
frequéncia de coinfec¢do Leihmania/HIV maior do que a demonstrada nos
outros trabalhos acima citados, sendo esses, diferentemente do nosso,
realizados em areas de transmisséo autéctone de LV (Carranza-Tamayo et al.,
2009; Orsini et al., 2012). Ainda nesses estudos, o0 teste com maior positividade
em ambos os casos foi a técnica de ELISA usando antigenos brutos. As
reacdes de ELISA utilizando antigenos brutos caracteristicamente sdo mais
sensiveis do que outros métodos sorologicos, pois sdo capazes de detectar
uma variedade de anticorpos dirigidos contra diversos componentes de
antigenos soluveis e a especificidade depende do antigeno utilizado
(Srivastava et al., 2011; Elmahallawy et al., 2014). O uso destes antigenos no
diagnostico sorolégico da LV € dificultado pelas grandes variacbes de
sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade dos testes. Essas limitacdes
podem estar relacionadas principalmente as técnicas utilizadas para a extracao
de antigenos dos parasitos, que podem inadvertidamente alterar a estrutura
primaria das moléculas e comprometer as funcbes. ELISA e RIFI foram
previamente comparados para o diagnostico de leishmaniose cutanea e LV,
concluindo-se que ELISA é ligeiramente mais sensivel para este propdésito,
enquanto RIFI é mais especifico (Slutzky e Greenblatt, 1979; Martin et al.,
1998; Barbosa-De-Deus et al., 2002). No presente trabalho, encontrou-se uma
alta frequéncia combinada, que pode ser atribuida especialmente a alta
positividade do ELISA L. major-like (25,0%). Considerando somente 0s outros

métodos diagndsticos e excluindo-se o ELISA L. major-like da andlise, tem-se
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uma frequéncia de 15% (36 pacientes), semelhante ao encontrado por
Carranza-Tamayo e colaboradores (2009).

O antigeno L. major-like para o diagnostico de leishmaniose visceral ja
foi avaliado em alguns trabalhos. Barbosa-de-Deus e colaboradores (2002),
avaliando a sensibilidade e especificidade do ELISA usando antigenos de L.
major-like (in house), demonstraram sensibilidade de 92% e especificidade de
100% para o diagnéstico de leishmaniose visceral. Entretanto, Celeste e
colaboradores (2014), em trabalho que avaliou duas reacdes sorolégicas
encontraram 70,9% de especificidade para ELISA L. major-like, com reacéo
cruzada com doenca de Chagas. Segundo dados néao publicados de Sanchez
M.C.A., a especificidade do ELISA L.major-like em um estudo recente variou de
38,5 a 72,7%, dependendo da origem geografica dos pacientes (comunicacao
pessoal).

Neste trabalho a maior positividade do ELISA L. major-like
provavelmente deve ser atribuida a menor especificidade do teste em relacao
aos outros métodos utilizados. Este antigeno pode apresentar reatividade
cruzada com diversas outras doencas, incluindo doenca de Chagas. Além
disso, os pacientes incluidos apresentavam infeccao pelo HIV, que influencia
as funcdes do sistema imune (Chowdhury e Silvestri, 2013; Sabin e Lundgren,
2013), permitindo a concomitancia de diversas doencas infecciosas. Apesar de
nao ter sido encontrado neste trabalho relacdo entre positividade deste teste
sorologico com presenca de doenca em atividade no momento da inclusao, €
possivel que os pacientes apresentassem infeccfes latentes ou subclinicas
gue possam ter ocasionado reacbes cruzadas e contribuido para a alta

positividade deste teste.
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O segundo ELISA analisado foi aquele utilizando antigeno de
Leptomonas seymouri (ELISA Leptomonas). Os parasitos da familia
Trypanosomatidae incluem varias espécies responsaveis por uma ampla
variedade de doencas em humanos e animais, dentre as quais destacam-se a
doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, € a leishmaniose,
causada por espécies do género Leishmania (Camargo, 1999; Stuart et al.,
2008). Leptomonas seymouri, também pertencente a esta familia, €
considerada ndo patogénica para humanos. Porém, devido sua afinidade com
outras espécies da mesma familia, tem sido investigada como base para
antigenos no diagnostico de doenca de Chagas e leishmaniose (Lopes et al.,
1981, Ferreira et al., 2014). Em trabalho que analisou a similaridade antigénica
de seis tripanossomatideos em relacéo a L. chagasi, Ferreira e colaboradores
(2014) demonstraram 100% de reacédo cruzada dos antigenos de Leptomonas
seymouri com soros de pacientes com leishmaniose visceral, o que sugere que
este antigeno pode ser usado para o diagnoéstico desta doenca. Porém,
apresentou as mesmas limitacbes de outros antigenos brutos: reatividade
também para soros de pacientes com doenca de Chagas e leishmaniose
tegumentar. No presente estudo, a positividade do ELISA Leptomonas foi de
3,8%. Na amostra avaliada, nenhum paciente tinha historico de leishmaniose
tegumentar e, somente um paciente apresentava diagnoéstico de doenca de
Chagas. Evidentemente, da mesma forma que para o ELISA L. major-like,
existe possibilidade de reagdo cruzada com antigenos relacionados a outras
doencas parasitarias, o que configura uma limitacdo deste método. Entretanto,
€ importante enfatizar, como também demonstrado por Ferreira e

colaboradores (2014), que mesmo o0 antigeno bruto de L. chagasi também
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apresenta reacdo cruzada com outras doencas, 0 que reafirma que a analise
de ELISA usando antigenos brutos para estudos de prevaléncia deve ser
cautelosa. O Unico paciente com diagnéstico de doenca de Chagas,
apresentou positividade no ELISA L. major-like, RIFI, ELISA Leptomonas e
PCR ITS-1. E possivel que tenha ocorrido reatividade cruzada com doenca de
Chagas. No entanto, o PCR ITS-1 positivo pode confirmar infeccdo por
Leishmania e este paciente era proveniente de area de transmissao tanto para
doenca de Chagas como para LV (Porteirinhas-MG).

Ainda em relagdo aos testes ELISA, foram também avaliados os
antigenos recombinantes K28 e K39, sendo este Ultimo o com menor
positividade (1,3%). Esse dado € esperado, tendo em vista que a populacdo do
estudo é composta predominantemente por pacientes assintomaticos e

antigeno rK39 tem demonstrado alta sensibilidade e especificidade para o

M-

diagnostico de LV em pacientes sintomaticos e caracteristicamente
relacionado a presenca de doenca plenamente manifesta. Badaré e
colaboradores (1996), através da andlise e comparacdo de soros de individuos
com doenca em atividade, apresentacdo subclinica e assintomaticos,
demonstraram que positividade do teste foi fortemente associada com doenca
em atividade, enquanto pacientes assintomaticos tiveram niveis baixos ou
indetectaveis de anticorpos anti-rKk39. Braz e colaboradores (2002) também
demonstraram que a deteccdo de rK39 através de ELISA € um método com
boa sensibilidade (93%) e que tem a capacidade de distinguir entre pessoas
com infec¢do assintomatica por L. chagasi e agueles com doenca progressiva.
Em outro estudo comparando ELISA rK39 e outros antigenos para deteccédo de

infeccdo assintomatica por L. infantum, Moreno e colaboradores (2009)
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encontraram que este antigeno recombinante tinha menor sensibilidade de
todos métodos sorolégicos utilizados, comparando-se com métodos
moleculares. Desse modo, apesar de existir a possibilidade de deteccao deste
antigeno em pacientes assintomaticos (Nascimento Mdo et al.,, 2005), é
esperado que, neste contexto, a positividade seja menor.

Em relacdo ao outro antigeno recombinante utilizado, o rK28, houve
uma positividade de 2,5%, maior do que a apresentada pelo ELISA rK39. O
ELISA usando antigeno rK28 tem sensibilidade e especificidade semelhantes
para o diagnostico de Leishmaniose Visceral em comparacdo ao ELISA
utilizando rkK39. Em estudo com 252 casos de LV com confirmacao
parasitologica realizado por Vaish e colaboradores (2012), observou-se
sensibilidade de 99,6% e especificidade de 94,7%-100%, a depender se 0s
controles eram ou ndo de areas endémicas, dados que foram semelhantes ao
ELISA usando antigenos rK39. Testes rapidos utilizando o rK28 como antigeno
também tem sido desenvolvidos, demonstrando alta especificidade (proxima de
100%) e sensibilidade acima de 92%, tanto para amostras de sangue total
como para soro (Mukhtar et al.,, 2015). Nao existem dados em literatura que
avaliem especificamente o desempenho dos métodos utilizando rK28 para o
diagnostico de LV em pacientes infectados pelo HIV. Considerando os dados
aqui apresentados, com positividade acima da apresentada pelo ELISA rK39 e
dados prévios de literatura que demonstram excelente especificidade, €
possivel que o ELISA rK28 seja um método promissor para o diagnostico de
infeccdo por Leishmania spp. em pacientes assintomaticos com HIV. Ainda, é
possivel que este método seja também util no diagndstico de LV plenamente

manifesta em pacientes com HIV/aids, tendo em vista que o desempenho do
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rk39 é abaixo do relatado em pacientes imunocompetentes, tanto em reacdes
de ELISA (Moreno et al., 2009), como em testes imunocromatogréaficos, com
sensibilidade de 46,2% (Cota et al., 2013).

Ainda se tratando de métodos soroldgicos, as amostras foram também
submetidas a RIFI, com positividade de 4,6%. RIFI € um exame recomendado
pelo Ministério da Saude para o diagnéstico de LV (Manual LV MS 2014), tanto
em pacientes imunocompetentes como naqueles coinfectados pelo HIV.
Embora RIFI tenha se mostrado uma alternativa de diagnostico para LV com
boa sensibilidade e especificidade em estudos prévios (Duxbury e Sadun,
1964; Badaro et al.,, 1983; Barbosa-De-Deus et al., 2002), também &
conhecidamente um método com possibilidade de reacdo cruzada,
especialmente com soros de pacientes com doenca de Chagas (Camargo e
Rebonato, 1969). Badard e colaboradores (1983), analisando 30 soros de
pacientes com leishmaniose visceral encontraram uma sensibilidade de 100%
e especificidade de 98% para os antigenos preparados com promastigotas de
Leishmania chagasi, demonstrando também reatividade cruzada com soros de
pacientes com doenca de Chagas, porém com titulos menores de reatividade.
Duxbury e colaboradores (1964), também avaliando 30 soros de pacientes com
LV, encontraram sensibilidade de 90%, porém também evidenciaram
reatividade cruzada ocasional com individuos com outras doencgas bacterianas,
fungicas e parasitarias, incluindo doenca de Chagas, infeccdo por
Mycobacterium lepreae e micoses sistémicas. No presente estudo,
demonstrou-se associacdo de reatividade de RIFI e historico de tuberculose
prévio. Ndo ha dados em literatura que suportem a informacdo de que ha

reatividade cruzada de soros de pacientes com tuberculose ou historico prévio
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da infeccdo com RIFI. Porém, tendo em vista 0 exposto acima, é possivel que a
exposicdo prévia a Mycobacterium tuberculosis, com histérico de doenca
manifesta tenha interferido na reatividade do teste.

Ao contrario das outras reacfBes sorologicas ja citadas, nenhum
paciente teve amostra positiva para DAT. Este método comparado com outros
métodos soroldgicos, apresenta bom rendimento em pacientes infectados pelo
HIV, com sensibilidade em torno de 81% e especificidade de 90% (Cota et al.,
2012). Este exame pode ser usado para o diagnostico de formas ativas de LV
em pacientes sem infeccéo pelo HIV e pode diagnosticar a infeccdo antes do
aparecimento de manifestagdes clinicas, com declinio de titulos um ano apos a
cura (Patil et al., 2012); (El Safi e Evans, 1989; Bimal et al., 2005). Existem
duas questdes importantes relacionadas as caracteristicas da amostra
envolvida no presente trabalho. Primeiramente, os individuos incluidos eram
predominantemente assintomaticos e nenhum deles teve o diagndstico
confirmado de leishmaniose visceral ou tinha histéria prévia desta doenca,
sendo que o desempenho deste teste, neste cenario, nunca foi avaliado e os
dados de desempenho do teste se referem a presenca de doenca manifesta.
Além disso, embora uma parte da amostra tenha historico de exposicao a area
endémica de LV, as pessoas incluidas atualmente residem em area sem
transmissdo da doenca. Os estudos nos quais baseiam esses dados de
sensibilidade e especificidade em pacientes com HIV foram conduzidos em
regides de alta endemicidade para LV (Hailu e Berhe, 2002; Ter Horst et al.,
2009; Cota et al., 2012). E possivel que o fato de estarmos analisando
individuos assintomaticos, sem historico de LV e sem exposicado recente a

Leishmania possa explicar este resultado, estando o teste relacionado
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provavelmente a presenca de doenca ativa, cura ou exposicdo recente ao
antigeno em areas endémicas.

Diferentes alvos genéticos tém sido usados para deteccao de
Leishmania sp., em estudos bastante heterogéneos e com objetivos diversos,
de identificacdo de espécies a rastreamento clinico (Brewster et al., 1998;
Fraga et al., 2010; Yehia et al., 2012), o que dificulta a analise de qual método
molecular seria 0 mais adequado para diagnostico de leishmaniose. No
presente trabalho, dois alvos foram utilizados para deteccdo de DNA de
Leishmania nas amostras analisadas, com maior positividade de PCR ITS-1 em
comparacao ao PCR kDNA. Apesar de o PCR kDNA ser potencialmente mais
sensivel, devido a presenca de um alto numero de coépias por parasito
(Rodgers et al., 1990; De Paiva-Cavalcanti et al., 2015), e deste alvo ter se
mostrado mais sensivel em outros estudos que compararam kDNA com ITS-1
(Bensoussan et al., 2006; Mohammadiha et al., 2013), ndo existem trabalhos
comparando diretamente esses dois alvos em pacientes com HIV. Além disso,
no presente estudo, ndo houve concordancia entre os méetodos moleculares e
nenhum paciente teve as duas PCR positivas. Este dado corrobora o fato de
gue mais estudos comparativos sdo necessarios para estabelecer qual seria o
melhor alvo molecular a ser utilizado para o diagnostico de leishmaniose ou se
uma combinacédo de métodos seria a melhor a alternativa.

Os métodos moleculares tém sido desenvolvidos com objetivo de
complementar e criar alternativas para o diagnostico de leishmaniose, bem
como possibilidade de seguimento e controle laboratorial de cura (Pourabbas et
al., 2013; De Ruiter et al., 2014; De Paiva-Cavalcanti et al., 2015). Apesar do

bom desempenho desses métodos para o diagndstico de LV em pacientes com
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doenca clinicamente manifesta, com sensibilidade e especificidade em torno de
92% e 96%, respectivamente (Cota et al., 2012), o uso desses meétodos
moleculares para o diagnéstico da infeccdo assintomatica por Leishmania em
estudos de frequéncia é outro ponto que deve ser discutido. Outros estudos
gue avaliaram essa frequéncia em pacientes com HIV assintomaticos também
demonstraram baixa positividade deste método (1,8 e 6,3%) em comparacao a
alguns métodos soroldgicos utilizados (Carranza-Tamayo et al., 2009; Orsini et
al., 2012). Essa baixa deteccado pode estar relacionada a um fendbmeno de
parasitemia ou, ao menos, circulacdo de DNA intermitente nestes pacientes
sem sintomas. Assim, ndo ha como tomar como base as referéncias de
estudos que incluem pacientes com doenca em atividade, em que deve haver
um maior numero de parasitos circulantes e, consequentemente, maior chance
de deteccao de DNA em sangue periférico.

A maior positividade da PCR ITS-1 em relacdo a PCR kDNA pode estar
relacionada ao fato de que pacientes com algum grau de imunodepressao
apresentarem uma maior periodicidade de circulacdo parasitaria no organismo.
Apesar de ndo ter sido associada a contagem de linfocitos TCD4+, a infeccéo
pelo HIV interfere nas funcbes do sistema imune de forma qualitativa, com
modificacdes no sistema imune independentes da relacdo quantitativa com a
gueda de CD4+ (Chinen e Shearer, 2002). A positividade mais alta de PCR
ITS-1 neste contexto de pacientes, pode indicar que este alvo seja mais eficaz
em identificar parasitemia intermitente neste grupo de individuos, dado que
pode ser usado futuramente para triagem de individuos em risco de
desenvolver leishmaniose manifesta. Essa informacdo seria de extrema

importdncia nestes pacientes com imunodepressdo avancada, que
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conhecidamente apresentam formas mais graves, com mais complicacdes e
maior mortalidade (Nascimento et al., 2011; Albuquerque et al., 2014).

Dessa forma, observou-se associagdo entre valores menores de
linfécitos T CD4+ e, portanto, presenca de imunodepressdo avancada
associada ao HIV em trés métodos diagndsticos: ELISA L. major-like, ELISA
Leptomonas e RIFl. Com relacdo a especificidade destes métodos, €
importante considerar a possibilidade de reacéo cruzada com outros antigenos
(Camargo e Rebonato, 1969; Slutzky e Greenblatt, 1979; Celeste et al., 2014),
0 que pode ter interferido na positividade destes testes em pacientes com
imunodepressao grave, e, portanto, mais suscetiveis a presenca de outros
antigenos ativados. Em relacdo as reacgbes soroldégicas com antigenos
recombinantes, considerados altamente especificos, ndo se observou esta
relacdo. Deste modo, levando em conta a especificidade variavel destes
métodos soroldgicos, em relacdo ao tipo de antigeno utilizado e as condi¢cbes
laboratoriais em que sédo realizados, consideramos nao ser possivel propor o
uso destes como métodos de rastreio de infeccdo assintomatica por
Leishmania em pacientes com HIV e valores de CD4+ menor que 200
células/mm3. Ainda, consideramos a prevaléncia de 34,6% superestimada,
tendo em vista que o0 método com maior influéncia neste resultado € o que
apresenta menor especificidade. Assim, julgamos que a frequéncia de infec¢ao
por Leishmania spp. de 15%, excluindo-se a positividade de ELISA L. major-
like, representa um valor mais préximo do real, sendo também mais compativel

com outros trabalhos publicados (Carranza-Tamayo et al., 2009).
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O estudo avaliou a frequéncia da infecgdo por Leishmania spp. em
pacientes atendidos no Instituto de Infectologia Emilio Ribas, localizado em
area urbana e sem transmissdo autéctone de leishmaniose. Considerando a
positividade de qualquer método diagndstico positivo foi de 34,6%. Excluindo-
se a positividade de ELISA L. major-like, encontrou-se uma frequéncia de 15%.

Houve uma discrepéancia da positividade do método ELISA L. major-like
e os demais métodos soroldgicos. Dentre os métodos sorolégicos usando
antigenos recombinantes, houve maior positividade de ELISA rK28 em relacéo
a ELISA rK39. Dentre os métodos moleculares, houve maior positividade de
PCR ITS-1 em comparagdo a PCR kDNA. Houve uma concordancia ruim entre
os testes utilizados.

Considerando-se as variaveis analisadas, houve associacdo entre
contagem de linfécitos T CD4+ e positividade dos seguintes testes
diagnosticos: ELISA L. major-like, ELISA Leptomonas e RIFl. Houve
associacdo de positividade de RIFI e historico de tuberculose. N&o foi
demonstrada associacdo com histdrico de contato com area de transmissao de
LV, presenca de sintomas ou outras caracteristicas clinicas e laboratoriais para

nenhum teste analisado.
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A heterogeneidade de estudos avaliando o diagndstico de leishmaniose
em pacientes assintomaticos com HIV, dificulta a andlise comparativa dos
métodos empregados. Além disso, a baixa positividade de alguns métodos
dificultou o estabelecimento de associacdes entre a positividade dos testes e
as variaveis analisadas. Ainda, apesar de tratar-se de uma amostra recrutada
em um grande centro de referéncia, € possivel que ela ndo represente a

populacédo de pacientes com HIV/aids vivendo na cidade de S&o Paulo.
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